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La Sociedad Mexicana de Ficologia, a través de su mesa directiva (2014-2016), organizo y llevé a cabo la lll Reunién de la
Sociedad Mexicana de Ficologia y el Primer Encuentro Activo de Jovenes Fic6logos, en la Ciudad de México durante los dias
13y 14 de Octubre de 2016. Como resultado de estos eventos, el presente nimero de la revista HIDROBIOLOGICA presenta
una seleccion de los trabajos presentados y aceptados que son representativos de las areas tradicionales y emergentes, que
configuran el rostro de la ficologia mexicana de este siglo.

La intencién, desde un principio, fue publicar alrededor de diez contribuciones complementadas con dos mas. Una de
ellas, en la que se tratara de sintetizar lo presentado, comentado y discutido en las mesas de trabajo, y en el panel organizado.
Esto, bajo la pluma precisamente de dos jovenes ficologas, con la finalidad de preservar esa vision fresca y de trabajo cola-
borativo que, se dio durante estas sesiones.

La segunda, una vision, de los que aqui escriben, del estado que guarda el trabajo ficolégico en México en relacion con
los temas de los trabajos presentados y de los puntos tocados por los asistentes durante las discusiones surgidas durante los
eventos. Estos aspectos incluyen por supuesto el estado en el estudio de organismos, ambientes y regiones geograficas; la
aproximacion metodoldgica para contestar las preguntas formuladas y la publicacion de los resultados de manera inmediata
0 a largo plazo. Pero también aspectos intrinsecos al trabajo cotidiano y a las visiones prevalecientes en el gremio mexicano
que influyen en la formacion de nuevos ficdlogos. Un tema recurrente fue la ausencia de un Congreso Mexicano de Ficologia,
como los que se habian venido realizando por las mesas directivas previas (1993-2013).

Sin embargo y a sugerencia de la Editora en Jefe, que considerd que estas dos ultimas contribuciones no respondian al
formato y perfil de HIDROBIOLOGICA, decidimos presentar la primera como un Editorial que se muestra a continuacion y para
la segunda, buscaremos otro foro para difundir estas consideraciones e inquietudes.

De los manuscritos recibidos, solo seis fueron aceptados y se presentan al inicio del presente niimero. Las ediciones de
HIDROBIOLOGICA estan conformadas por una cantidad mayor de contribuciones por lo que este niumero ha sido complemen-
tado con otros articulos no relacionados con el encuentro.



Sirva pues esta recopilacion, como un reconocimiento a aquellos que confiaron en que una reunion con el formato utilizado, podia
recuperar las inquietudes actuales y futuras de una Ficologia mexicana, en donde los jovenes ficdlogos tienen mucho que decir y criticar
para reconocer y corregir, en su caso, el camino andado y perfilar una disciplina acorde con el siglo XXI.

Editores asociados del nimero especial SOMFICO

Francisco F. Pedroche
Presidente SOMFICO
(UAM, Unidad Lerma)

Abel Senties
Secretario General-SOMFICO
(UAM, Unidad Iztapalapa)

Eberto Novelo
Secretario Difusion, Extension-SOMFICO
(Facultad de Ciencias, SOMFICO-UNAM)



DMORAL
(SOBRE EL ENCUENTRO ACTIVO DE JOVENES FICOLOGOS)

Los congresos son espacios en los que se busca la difusion y/o el intercambio de conocimientos, generalmente a través de exposiciones de
trabajos en desarrollo 0 ya concluidos. Usualmente, es asumido que esta difusion o intercambio es suficiente para favorecer un trabajo colectivo
que permite potencializar nuestro quehacer ficoldgico. Sin embargo, las dinamicas mismas de los eventos rara vez generan espacios para una
construccion colectiva al ser mas importantes las exposiciones que los espacios de participacion como los didlogos, los debates o los cuestio-
namientos. Esto es muy evidente cuando las sesiones de preguntas son reducidas o eliminadas por “falta de tiempo”.

Tras recibir la invitacion de la mesa directiva en curso de la Sociedad Mexicana de Ficologia (SOMFICO), para proponer y desarrollar una
alternativa a los tradicionales Congresos Nacionales de Ficologia que centrara la atencion en las nuevas generaciones de ficologos, nos propu-
simos construir para el evento, un espacio enfocado en fortalecer las bases para el desarrollo del trabajo colectivo, es decir crear un espacio
para conocernos, compartir nuestras ideas, opiniones y preocupaciones sobre distintos ejes de la ficologia. Paralelamente buscamos que las
dindmicas que propusiéramos fueran basadas en los intereses, experiencias y preocupaciones de los participantes.

Aqui presentamos las dindmicas que llevamos a cabo, los resultados inmediatos obtenidos y una breve critica de lo ocurrido, con el fin
de favorecer la reflexion y discusion sobre la forma en que son desarrolladas las actividades académicas en la ficologia.

Como primera etapa de la organizacion, decidimos convocar a los ficélogos del pais a participar en el encuentro enviando los restime-
nes de sus trabajos y contestando una serie de preguntas a través de un formulario de Google. A través de esta encuesta, buscamos iniciar
un dialogo con los interesados en participar. Si bien algunas respuestas fueron tomadas por los participantes como un requisito burocratico,
la mayoria aport6 informacion que consideramos pertinente subrayar. Los resultados de la encuesta pueden ser consultados en: (https:/
doi.org/10.6084/mg-figshare.4645537)

Las primeras preguntas de la encuesta buscaron conocer los conceptos fundamentales para el desarrollo y entendimiento de los tra-
bajos de los ficdlogos mexicanos. Las respuestas mostraron que para los asistentes, los conceptos fundamentales mas recurrentes de las
investigaciones (taxonomia, diversidad, ciclos de vida, morfologia, comunidad, crecimiento, diatomeas, especie, fitoplancton y flora) no son
entendidos de la misma manera en el conjunto de la comunidad ficoldgica (ver recuadro). Globalmente, la razén expuesta en la encuesta
para esta falta de consenso es que los conceptos dependen del enfoque del investigador y del estudio, incluyendo la forma o método en
la que se obtiene la informacion. Simultaneamente, algunos participantes expusieron que varios conceptos son tomados de otras areas de
investigacion o que provienen de trabajos con otros organismos que no son algas, lo que provoca una discrepancia en el entendimiento o
la interpretacion de los conceptos.

La encuesta incluyé también una pregunta acerca de los retos que los participantes han tenido para el desarrollo de su investigacion.
Las respuestas fueron diversas y los puntos recurrentes fueron la falta de informacion e investigacion previa sobre su tema de estudio,
el cambio constante sobre la taxonomia de las especies, la dificultad de difundir los resultados de las investigaciones, de dominar ciertas
técnicas, de explicar los resultados, de integrar distintas disciplinas en los proyectos y de conseguir el financiamiento para los proyectos.
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Conceptos fundamentales para el entendimiento de las investigaciones de los participantes del encuentro. Las palabras subrayadas
corresponden a los conceptos que de acuerdo con al menos un participante no son entendidos de la misma manera en la comunidad
de ficologos mexicanos. El tamafio de fuente corresponde a la frecuencia en que el concepto fue referido en la encuesta.



Las respuestas a la encuesta fueron las bases para proponer los temas de las mesas de discusion durante el encuentro (¢Las
diferencias conceptuales entre los ficdlogos son explicadas por su perspectiva y por la forma en la que obtienen la informacion?
y Multidisciplinariedad y su integracion en el estudio de las algas en México) e invitar a unos participantes (microexpositores) a
preparar unmicroensayo oral para aportar insumos a la discusién durante la dinamica. Como la disposicion espacial de las per-
sonas influye en las relaciones que se construyen entre ellas durante las conversaciones, propusimos durante la dinamica de las
mesas de discusion romper la distribucion espacial de tipo auditorio acostumbrada en los foros cientificos, y situarnos de manera
circular y a un mismo nivel para favorecer que todos nos pudiéramos ver y escuchar y por lo tanto tener una participacion activa
durante la discusion. En el seno de las mesas, la discusion fue facilitada por los cinco o seis microexpositores, dos moderadores,
una persona encargada de llevar el turno de palabra, otra el tiempo de participacion, y una o dos personas encargadas de realizar
la relatoria de la mesa. (Las relatorias pueden ser consultadas en la segunda edicion de resimenes del encuentro, en la pagina
web de la SOMFICO).

Ciertamente este tipo de dinamica colectiva fue dificil en la primera mesa y ciertas personas no tuvieron una percepcion
favorable hacia ella, pero la segunda mesa caus menos dificultades técnicas y de didlogo, de tal forma que gracias a estas
dinamicas pudimos conocernos entre los participantes y surgieron varias propuestas que estan siendo trabajadas como un grupo
en la red social de Facebook y el Registro nacional de ficdlogos a cargo de la doctorante Cristina Landa Cansigno. Con base en
estos resultados, consideramos que este tipo de dinamica resulta muy favorable para crear lazos que superen la rigidez con la
que comunmente se desarrollan las exposiciones en los congresos tradicionales, por lo que sugerimos contemplarlas para futuros
eventos académicos.

Otra dinamica que desarrollamos fue el panel, que, a diferencia de las mesas de discusion, consistio en la exposicion de tres
estudiantes de doctorado y de post-doctorado en un espacio con disposicion clasica de tipo auditorio. Sin embargo, los panelistas,
formados en un area ajena a la ficologia, fueron invitados a enfatizar en su exposicion algunos aspectos subjetivos de su trabajo:
su experiencia personal y los retos frente a los que se han encontrado. Este énfasis permitio que durante las ponencias, la relacion
entre los expositores y los espectadores fuera holgada y que hubiera un espacio para discutir formas y herramientas de trabajo
para el estudio de ciertos grupos de algas como son las diatomeas. Asi, consideramos que esta actividad fue (til para comprender
mejor la importancia y las dificultades del trabajo multidisciplinario en el estudio de las algas.

Los trabajos de los expositores registrados fueron presentados exclusivamente en modalidad cartel (los resimenes pueden
ser consultados en el libro de resiimenes del encuentro en la pagina web de la SOMFICO) del tal forma que los participantes pu-
dieran tener mas confianza y tiempo para discutir sobre los temas y cuestionamientos particulares de sus proyectos, y por lo tanto
favorecer la formacion y el fortalecimiento de lazos por afinidades comunes. Simultaneamente, las exposiciones y los carteles
fueron evaluados por el conjunto de personas registradas a través un sistema de recompensas mediante etiquetas autoadhesivas
que cada asistente otorgd a los trabajos que considerd mejores. Estas dinamicas permitieron hacer que los expositores mostra-
ran su entusiasmo sobre sus trabajos y que todos los participantes fueran atentos y cuidadosos durante las exposiciones (para
recompensar adecuadamente los trabajos). Sin embargo, algunos participantes se sintieron defraudados de los resultados de las

puntuaciones al haber ganadores dentro del comité organizador y sus colaboradores, por lo que
- ACT|VO DE J6 recomendamos para fu’furos congursos evalqados por. el conjunto de. Ig comuni-
R Vv dad, generar algun mecanismo que brinde confianza a los participantes.

Q\)?/ \2 SOC‘edad MeXI'ce " 6'9 A A nuestro parecer en este primer encuentro de jovenes ficologos,
Q,V\ ) Q¢ ‘90' /O las dinamicas fueron bien recibidas y cumplieron su objetivo. Sin
. embargo, los resultados a largo plazo tendran que ser estudiados
evaluados en un futuro.

(AR

% Finalmente, partiendo de que a través de una respuesta co-
lectiva somos capaces de resolver las dificultades que se pre-
sentan en México para la ficologia y los ficdlogos, y que una de
las bases para este tipo de trabajo colectivo son las relaciones
que creamos entre ficologos, esperamos que lo vertido en esta
nota nos aporte herramientas para incorporar dentro de nuestro
quehacer ficologico soluciones y propuestas a nuestras dificulta-

des colectivas presentes y futuras.
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RESUMEN

Antecedentes. Uno de los problemas mas severos en los sistemas costeros es la eutrofizacion, proceso de origen antro-
pico que genera principalmente el aumento de las concentraciones de nitrdgeno, fosforo y materia organica en cuerpos
de agua. En México, el indice mas utilizado para determinar el estado tréfico de sistemas costeros y marinos es el TRIX.
Objetivos. Evaluar el estado trofico de los sistemas fluvio-lagunares Pom-Atasta (PA) y Palizada del Este (PE) por medio
del indice TRIX. Métodos. Se realizd un muestreo en cada sistema fluvio-lagunar en diez sitios, en diferentes meses, entre
los afios 2005 y 2014, por medio del cual se recolectaron muestras de agua para medir algunas variables fisicas (oxigeno
disuelto) y quimicas (componentes nitrogenados y fésforo reactivo), asi como clorofila a, tanto en la superficie como en
medio fondo. Se midid la transparencia del agua y la profundidad de los sitios. Se utiliz el indice TRIX para analizar el
estado tréfico de los sistemas. Resultados. Los sistemas fluvio-lagunares PA y PE se caracterizaron como sistemas oligo-
tréficos con tendencia mesotréfica. Conclusiones. Es necesario continuar con los monitoreos tanto de la calidad del agua
de los sistemas Pom-Atasta y Palizada del Este como de las concentraciones de clorofila a para establecer tendencias
estacionales o anuales del estado trofico en que se encuentran estos sistemas.

Palabras clave: Calidad del agua, golfo de México, indice tréfico, sistemas fluvio-lagunares.

ABSTRACT

Background. One of the most severe problems in coastal systems is eutrophication. It is a process of anthropic origin
that mainly increases the concentrations of nitrogen, organic matter, and/or phosphorus in bodies of water. The trophic
index most used in Mexico to determine the state of coastal or marine systems is the TRIX index. Goals. To evaluate
the trophic state of the Pom-Atasta (PA) and Palizada del Este fluvial-lagoon systems through the TRIX index. Methods.
During different months from 2005 to 2014, water samples were collected at ten sampling sites for each fluvial-lagoon
system to evaluate a number of physical variables (dissolved oxygen), chemicals (nitrogenous components and reactive
phosphorus), and chlorophyll a, both on the surface andeat middle depths. The TRIX index was used to analyze the trophic
state of the systems. Results. The PA and PE systems were characterized as oligotrophic systems with mesotrophic
tendency. Gonclusions. We recommend that the water quality and the magnitude of cholorophyll a at the Pom-Atasta and
Palilzadadel Este systems continue to be monitoredain order to establish seasonal or annual trends of the trophic state of
these systems.

Key words: Gulf of Mexico, fluvial-lagoon systems, trophic index, water quality.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas mas severos en los sistemas costeros es la eu-
trofizacion. Este proceso de origen antrdpico genera, principalmente, el
aumento de las concentraciones de nitrdgeno, fosforo y materia orga-
nica en los cuerpos de agua (Hallegraeff, 1993; Herrera-Silveira et al.,
2011). El resultado de dicho incremento son cambios en la composicion
especifica y abundancia de las comunidades fitoplanctonicas que habi-
tan tales cuerpos (Andersen et al., 2006; Ortega-Murillo et al., 2010).

Para estimar el estado tréfico o la calidad del agua de un ecosis-
tema se han utilizado indicadores como la concentracion de oxigeno
disuelto (Justic, 1991; Viaroli & Christian, 2003), el nitrégeno total (NT),
el fosforo total (PT) (Karydis et al., 1996; Ignatides et al., 1992), la cloro-
fila a (Carlson, 1977; Contreras-Espinoza et al., 1996) y la productividad
primaria (Nixon, 1995). Estos indicadores han sido considerados en el
disefio de diferentes indices troficos, como el TRIX (indice del Estado
Trafico) (Vollenweider et al., 1998); el AZCl (Arid Zone Coastal Water
Quality Index), también conocido como ICAC (indice de calidad ambien-
tal costero) (Mendoza-Salgado, 2005), y el TWQI (indice de calidad del
agua) (Giordani et al., 2009). Estos indices son herramientas que pro-
porcionan informacion sindptica sobre el estado trofico de los ecosiste-
mas, lo cual permite generar criterios ecolégicos para definir acciones
de gestion y conservacion de estos ambientes (Pinilla et al., 2010).

En México, los estudios para determinar el estado tréfico de siste-
mas costeros son escasos; la mayoria describe inicamente la distribu-
cion de la concentracion de nutrientes y solo algunos usan indices para
determinar este estado (Alonso-Rodriguez et al., 2000; Lopez-Cortés et
al., 2003; Aranda-Cirerol, 2004; Ayala-Rodriguez, 2008; De la Lanza Es-
pino et al., 2008; Escobedo-Urias, 2010). El indice tréfico mas utilizado
en México para ecosistemas costeros y marinos es el TRIX, el cual in-
cluye variables de presion como nutrientes, oxigeno disuelto y Cl a, esta
Gltima como un indicador de biomasa fitoplanctonica (Vollenweider et
al., 1998; Giovanardi & Vollenweider, 2004; Escobedo-Urias, 2010).

Actualmente, no se cuenta con estudios sobre el estado tréfico de
los sistemas fluvio-lagunares Pom-Atasta y Palizada del Este (Herrera-
Silveira et al., 2011). El objetivo de este trabajo fue evaluar el estado
tréfico de ambos sistemas utilizando el indice TRIX.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El sistema Pom Atasta se encuentra en la porcion
occidental de la Laguna de Términos, entre los 18°30’ y 18°35’ N y los
91°50" y 92°20’ 0. Su ubicacion geografica queda comprendida den-
tro de la llanura costera del sur del golfo de México, formada por los
rios Grijalva y Usumacinta (Gutiérrez-Estrada ef al., 1982). Este siste-
ma, cuya superficie aproximada es de 190 km?, presenta un gradiente
estuarino con un intervalo de salinidad de 0 a 28 que varia segun la
época climatica (Aguirre-Ledn & Diaz-Ruiz, 2000). La temperatura del
agua oscila entre 25.6 y 32.6 °C, con una transparencia de 20 a 83.3%
y una profundidad de 1.2 a 3.5 m. El oxigeno disuelto presenta variacio-
nes amplias, desde 4.2 hasta 8.2 mg-L™' (Ramos-Miranda et al., 2006;
Aguirre-Leon et al., 2010).

El sistema Palizada del Este se localiza en la porcion suroeste de la
Laguna de Términos, entre los 18°29'13”y 18°29'04” N y los 91°44’36”
y 91°51'31” O (Figs. 1a-c). Su superficie aproximada es de 89 km? y
presenta un intervalo de salinidad promedio de 0 a 8, con una tempe-
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ratura del agua de 22 a 31 °C, una transparencia de 48 a 66% y una
profundidad de 0.8 a 3.0 m. La concentracion de oxigeno disuelto es de
1.18 2 9.12 mg-L™". En su cuenca drenan cuatro rios perennes (Ayala-
Pérez, 2006).

Toma de muestras. Se eligieron diez sitios de muestreo para cada
sistema fluvio-lagunar (Figs. 1b-c). Para la seleccion de cada sitio se
considerd su ubicacion (en las entradas de agua continental por dife-
rentes aportes de rios y arroyos), la entrada de agua marina y la mezcla
de estas aguas al interior de dichos sistemas, asi como el tipo de sedi-
mento, la vegetacion acuatica, el gradiente fisicoquimico y la conexion
con la Laguna de Términos (Figs. 1b-c). Se recolectaron muestras de
agua en 2005 (octubre), 2006 y 2007 (febrero y octubre), 2008 (abril
y noviembre), 2009 (marzo), 2011 (febrero y octubre), 2012 (febrero),
2013 (febrero y septiembre) y 2014 (febrero), utilizando una botella Van
Dorn (muestreador horizontal con una capacidad para 2.2 L), tanto en
superficie como a medio fondo; se midid la concentracion de oxigeno
disuelto mediante un termohalino-conductivimetro modelo YSI 85, y
se evaluaron los componentes nitrogenados y el fosforo reactivo. Se
midio la transparencia del agua y la profundidad del sitio con un disco
de Secchi (30 cm de diametro), que fue marcado cada 10 cm. En el
laboratorio se determinaron las concentraciones de los componentes
nitrogenados, fosforo reactivo y clorofila a.

Analisis de nutrientes y clorofila a. Para determinar la clorofila a se
siguio la técnica de Parsons et al. (1992), filtrando 250 mL de agua de
cada sitio de muestreo con filtros de fibra de vidrio GF-F Whatman, los
cuales se congelaron a -20 °C para su posterior analisis. Para la cuanti-
ficacion de sales nutritivas se utilizd un espectrofotdmetro HACH Odys-
sey DR-2500 y kits de prueba para fésforo reactivo (Método 8178), ni-
tritos (Método 10019), nitratos (Método 8171) y amonio (Método 8155)
(Water Analysis Handbook, 2015).

indice del estado trofico (TRIX). Para la estimacion del estado tréfico
de los sistemas PA y PE se utilizd el indice TRIX (Vollenweider et al.,
1998) con la finalidad de analizar su condicion ambiental y estimar el
grado de deterioro en que se encontraban dichos sistemas durante el
periodo de estudio. Este indice combina logaritmos de cuatro variables:
Cl a, NID (NO,+NO,+NH,), PT (fosforo total) y el valor absoluto de la
desviacion del porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto.

La formula del indice TRIX es:
TRIX = (Log 10 (Cl @ x aD%0 x NID x PT) + k) / m

Donde cada uno de los cuatro componentes representa un estado
tréfico variable, e incluye los siguientes factores:

a) Factores que son expresion directa de la productividad:
Cl a = concentracion de clorofila a, en pg-L"
aD%0 = valor absoluto de la desviacion del porcentaje de satu-
racion de oxigeno disuelto, esto es, 100 - %0D.

b) Factores nutricionales:
NID = nitrdgeno inorganico disuelto, en pg-L"
PT = concentraciones de fosforo, en pg-L™".

Las constantes k = 1.5y m =12/10 = 1.2 son valores de escala in-
troducidos para ajustar el valor limite mas bajo del indice y la extension
de la escala tréfica relacionada; es decir, el indice TRIX tiene valores
entre 0y 10 y cubre cuatro estados troficos y de la calidad del agua:
alta, buena, pobre y mala (Tabla 1) (Vollenweider et al., 1998; Penna et
al., 2004; Salas et al., 2008; Barraza-Guardado et al., 2014).
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Figuras 1a-c. Localizacion geogréfica de los sistemas fluvio-lagunares en el sur del golfo de México, en las inmediaciones de la Laguna de Términos, Campeche,
Meéxico. b) Laguna Pom Atasta (PA). ¢) Laguna Palizada del Este (PE).
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Tabla 1. Nivel tréfico y calidad del agua asociado con el indice TRIX.

Mucifio-Marquez R. E. et al.

Nivel de estado Estado de la calidad

Escala TRIX

Caracteristicas del agua

trofico del agua
0-4 Oligotrofico Alta Aguas poco productivas, nivel tréfico bajo
4-5 Mesotrofico Buena Agua moderadamente productiva, nivel trofico medio
5-6 Eutréfico Mala Agua entre moderada y altamente productiva, nivel tréfico alto
6-10 Hipertréfico Pobre Agua altamente productiva, nivel trofico mas alto

Analisis estadistico. Para estimar diferencias estadisticas entre los
diferentes sitios, los dos niveles de profundidad, los diferentes meses
y afios, y entre ambos sistemas, se utilizd el andlisis de varianza no
paramétrico de Mann-Whitney (Bland & Altman, 1994) mediante el pro-
grama STATISTICA 9.

RESULTADOS

Profundidad y transparencia. En el sistema PA la profundidad pro-
medio durante el periodo de estudio fue de 2.04 + 0.4 m, y la maxima,
de 3.5 m en octubre de 2006 en el sitio 8, y la minima, de 1.25 m en
febrero de 2007 en el sitio 1 (Fig. 2a). Los sitios 8 a 10 son los mas
profundos en octubre, y los menos profundos abarcan los sitios 1 a 6
en febrero. En PE, la profundidad promedio fue de 2.0 = 0.3 m; en el
sitio 9 en octubre de 2008 se reporta la profundidad maxima de 3 m
y la minima de 0.3 m en el sitio 1 en febrero de 2007 (Fig. 2a). En fe-
brero, marzo y abril los sitios 3 a 5 fueron los mas profundos en ambos
sistemas. En septiembre, octubre y noviembre los sitios mas profundos
fueron 7 a 10. La profundidad no mostrd diferencias significativas entre
sitios, meses, afios ni sistemas (p >0.05).

En el sistema PA la transparencia del agua, medida como la pro-
fundidad de desaparicion del disco de Secchi, presentd un promedio de
0.75 = 0.3 m. El valor maximo fue de 2.16 m en el sitio 9, y el minimo,
de 0.2 m en el sitio 1 en abril de 2008 (Fig. 2a). El sistema PE presenta
un promedio de 1.0+ 0.23 m. El valor maximo de 1.3 m se alcanz6 en
octubre de 2005 en el sitio 8 y en el sitio 9 en 2011, y el minimo de 0.1
m en el sitio 1 en octubre de 2005 (Fig. 2a). Se observo que los sitios
1 a 6 fueron los mas turbios en ambos sistemas; sin embargo, en PE
todos los sitios fueron turbios en octubre de 2007. La transparencia no
mostrd diferencias significativas entre sitios, meses, afios ni sistemas
(p>0.05).

Porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto. En el sistema PA
el porcentaje de saturacion de oxigeno durante el periodo de estudio
(2005-2014) fue de 93 + 1.5%. En febrero de 2011 se registrd el maxi-
mo valor (93%) en la estacién 5 en superficie, y en enero de 2007 el
minimo (1.5%) en la estacion 1 en medio fondo (Fig. 2b). En el sistema
PE el porcentaje de saturacion de oxigeno fue de 91 + 1.1%. En abril de
2008 se reportd el maximo valor (93%) en la estacion 4 en superficie, y
en octubre de 2005 el minimo (1.1%) en las estaciones 3 y 7 a medio
fondo (Fig. 2b). Las concentraciones de oxigeno no mostraron diferen-
cias significativas entre sitios, meses, afios ni sistemas (p >0.05), pero
si entre las dos profundidades (p <0.05), lo cual significa degradacion
de materia organica en las zonas mas cercanas al sedimento. En am-
bos sistemas se registraron las concentraciones minimas en medio
fondo, hasta llegar a valores que indicaron un proceso de hipoxia (<2
mg-L'0,).

Nitrégeno inorganico disuelto (NID). En los sistemas PA y PE, en
octubre de 2006 y febrero de 2007 fueron registradas las maximas
concentraciones (4 a 7 yM) en medio fondo. En PA el valor promedio fue
de 0.9+ 0.3 uM entre 2005 y 2014. En febrero de 2007 se registro el
maximo valor (5.6 pM) en la estacion 7 en medio fondo, y en noviembre
de 2008 se registraron los valores minimos (0.1 pM) en todas las esta-
ciones en ambos niveles (Fig. 2c). En PE el promedio de NID fue de 1.3+
0.4 pM. En octubre de 2006 se registrd el maximo valor (7.2 uM) en la
estacion 3 en medio fondo, y en noviembre de 2008 se registraron los
minimos (0.1 uM) en todas las estaciones en medio fondo. Del 2008 al
2014, se registraron valores minimos (0.1 a 1.2 pM) en la columna de
agua, siendo similares en ambos sistemas (Fig. 2c). EI (NID no presentd
diferencias significativas (p >0.05) entre sitios, estratos, meses, afos
ni sistemas.

Gomponentes del NID. Durante el periodo de estudio en ambos siste-
ma, se observo que el amonio fue el que mas contribuyd, al aportar dl
56 a 98% (Tabla 2); los mayores valores (6.8 a 1.1uM) de este nutriente
se registraron en octubre de 2006 y febrero y octubre de 2007. No obs-
tante, los valores maximos, s6lo se encontraron en medio fondo. En PA
el maximo valor (4.9 uM) se registro en febrero de 2007 en la estacion
7 (Fig. 2d). En PE el maximo valor (6.8 uM) se registré en octubre de
2006 en la estacion 3 (Fig. 2d). Los minimos valores (0.1 a 1.2 pM) en
la columna de agua en ambos sistemas fueron similares de noviembre
de 2008 a febrero de 2013 (Fig. 2d). El andlisis estadistico no indico
diferencias significativas entre sitios, estratos, meses, afios ni sistemas
(p>0.05).

Otro componente del NID fue el nitrato. En PA y PE las méaximas
aportaciones fueron del 71 a 91% en noviembre de 2008, marzo de
2009 y febrero de 2013 (Tabla 2). En marzo de 2009 se registraron
los maximos valores (0.4 a 0.9 yM) para todos los sitios de PA (Fig.
3a). En PE en noviembre de 2008 se registrd el maximo valor (1.5 puM)
para la estacion 7 en superficie (Fig. 3a). En octubre de 2007 no se
detecté este nutriente En ambos sistemae. El analisis estadistico no
indicd diferencias significativas entre sitios, estratos, meses, afios ni
sistemas (p >0.05).

El tercer componente del NID, el nitrito, presentd concentraciones
constantes y bajas con respecto al nitrato y amonio (Tabla 2). En ambos
sistemas los mayores valores (0.3 a 0.6 pM) de este nutriente se re-
gistraron en octubre de 2006 y febrero de 2007. En PA el méximo valor
(0.5 pM) se registrd en octubre de 2006, en el sitio 8 en ambos estratos
(Fig. 3b). En PE se registro el maximo valor (0.6 pM) en la estacion 3
en medio fondo (Fig. 3b). Este nutriente no se detectd en PE en abril y
noviembre de 2008 y en PA en 2011, 2013 y 2014 (Fig. 3b). El anali-
sis estadistico no indicé diferencias significativas entre sitios, estratos,
meses, afos ni sistemas (p >0.05).
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Figuras 4a-b. Variacion mensual del indice del estado tréfico TRIX en la columna de agua de los sistemas fluvio-lagunares de Campeche, México, de 2005 a 2014. a)
Laguna Pom-Atasta (PA). b) Laguna Palizada del Este (PE).

Tabla 2. Porcentaje total de las formas nitrogenadas (nitritos (NO,), nitratos (NO,) y amonio (NH,) de los afios 2005 a 2014 en los sistemas Pom-
Atasta (PA) y Palizada del Este (PE) de Campeche, México.

Nitritos Nitratos Amonio

Profundidad / Fecha S F S F S F

PA PE PA PE PA PE PA PE PA PE PA PE
Octubre 2005 9 8 4 4 29 19 27 18 62 73 68 78
Febrero 2006 6 4 5 4 33 27 30 25 61 69 66 71
Octubre 2006 24 16 7 5 52 21 43 20 23 63 50 75
Febrero 2007 10 4 4 5 22 19 17 17 69 77 79 78
Octubre 2007 1 0,2 3 1 1 0,6 1 1 98 99 96 98
Abril 2008 1 1 1 1 10 3 8 2 90 96 91 96
Noviembre 2008 9 43 10 22 79 36 79 56 12 22 11 22
Marzo 2009 5 9 6 4 89 86 971 92 6 4 3 3
Febrero 2011 4 3 10 7 34 49 33 35 62 48 56 59
Octubre 2011 9 4 4 4 44 52 55 51 47 44 41 45
Febrero 2012 11 24 31 7 50 50 42 51 39 27 26 42
Febrero 2013 13 7 5 5 71 82 80 83 15 11 15 12
Septiembre 2013 2 1 2 2 19 29 20 32 79 69 78 66
Febrero 2014 3 1 2 2 30 26 31 33 63 73 67 64

S = Superficie, F = Medio fondo.
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Fosforo Reactivo: De este nutriente se observaron pulsos evidentes
en ambos sistemas. En PA se registraron en octubre de 2007 para las
estaciones 1y 4 (7.1 yM). En el mismo mes, pero de 2006, se obtuvie-
ron minimos valores en todos los sitios a nivel superficie (Fig. 3c). En PE
los pulsos se registraron en octubre de 2007 para las estaciones 1y 4
(7.1 pM) en superficie y en febrero de 2012 para la estacion 1 (5 uM) en
superficie y (4.3 pM) para medio fondo (Fig. 3c). Las concentraciones
de fdsforo reactivo no mostraron diferencias significativas entre sitios,
estratos, meses, afios y ni sistemas (p >0.05).

Clorofila a: En el sistema PA se registro el valor mas alto en febrero de
2012, con 43 mg-m2en la estacion 3 en superficie (Fig. 3d). En PE el
maximo valor se registré en marzo de 2009 en la estacion 7, con 37.9
mg-m-en superficie (Fig. 3d). En ambos sistemas fueron registradas
concentraciones bajas de 0.1 - 2 mg-m=en octubre de 2008, abril de
2009, febrero de 2011, septiembre de 2013 y febrero de 2014 (Fig. 3d).
Las concentraciones de clorofila @ mostraron diferencias significativas
entre sitios, estratos, afios y sistemas (p >0.05).

indice TRIX: Los valores obtenidos mediante este indice (0. a 3.9) en
ambos sistemas permitieron clasificarlos como oligotréficos (Fig. 4). Sin
embargo, se observd que en octubre de 2005, febrero y octubre de
2006 y febrero de 2007, valores de 4, tendieron a un estado mesotrofi-
co en ambos niveles (Fig. 4).

DISCUSION

Con base en la aplicacion del indice tréfico TRIX en los sistemas fluvio-
deltaicos Pom-Atasta y Palizada del Este, se determind que ambos se
caracterizaron como oligotréficos con tendencia a ser mesotroficos,
dado el estado trofico en el que se encontraron durante el periodo de
estudio. El estado oligotréfico corresponde a una baja productividad
en biomasa fitoplancténica, poca concentracion de nutrientes y alta
transparencia del agua (Glibert & Burkholder, 2006). Al respecto, He-
rrera-Silveira ef al. (2011) estimaron el estado trofico de Pom-Atasta,
indicaron que tiende a ser meso-eutrofico debido a que presenta altas
concentraciones de nutrientes, principalmente fosforo; sin embargo, los
autores utilizaron datos de otros trabajos para evaluar el estado tréfico
de este sistema y no mencionan fechas ni temporadas de analisis, por
lo cual sus resultados no son del todo comparables con los del presente
estudio.

De acuerdo con los valores de nutrientes obtenidos en los siste-
mas PA y PE ambos quedan incluidos en el intervalo establecido en los
criterios ecologicos de calidad del agua de la norma CE-CCA-001/89.
Esta norma establece tales criterio con base en las concentraciones de
nutrientes permitidas en los cuerpos de agua aptos para ser utilizados
como fuente de abastecimiento de agua potable, para riego agrico-
la, acuacultura, o la proteccion de la vida acuatica (SEDUE, 1989). Al
respecto, Ruiz-Marin et al. (2009) reportaron que en Pom-Atasta hay
niveles de fosforo mayores (2.0-3.5 mg-L"), que no son considerados
seguros para el ambiente. Ademas, detectaron concentraciones altas
de coliformes fecales (1.3-26.0 MPN 100 m) originadas por las aguas
residuales urbanas que se descargan, sin tratamiento, hacia dicho sis-
tema. En el rio Palizada y en los jagiieyes se han detectado descargas
de aguas residuales urbanas, y reporando concentraciones altas de
coliformes fecales (2-2400 MPN 100 LI), por lo que sus aguas no son
aptas para consumo humao, ni para actividades como la natacion y la
pesca (Mendoza-Vega et al., 2015). De acuerdo con el criterio de Crites
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y Tchobanoglous (2001), los valores bajos en las relaciones nitrégeno
y fosforo encontradas en este estudio, son indicadores de entrada de
aguas residuales urbanas al cuerpo acuatico, como estan sujetos los
sistemas PA y PE (Ruiz-Marin et al., 2009; Mendoza-Vega et al., 2015).
La presencia de aguas residuales urbanas genera menores niveles de
oxigeno por accion bacteriana a causa de la degradacion del material
organico, creando altos valores redox negativos que resultan en niveles
bajos de nitritos y altos valores de amonio (Masters & Ela, 2007), como
lo encontrado en los sistemas estudiados, los cuales, en ciertos meses,
tuvieros valores menores a 2 pM de los compuestos nitrogenados y del
fosforo reactivo. Los valores promedio observados de nitrito, nitrato y
amonio registrados en diferentes meses del afio en PA 'y PE son infe-
riores a los reportados por Contreras-Espinoza et al. (1996), Herrera-
Silveira et al. (2002) y Ramos-Miranda et al. (2006) en lagunas costeras
del sur del golfo de México. Estos autores mencionan que hay una en-
trada importante de compuestos nitrogenados de origen antropogénico.
Los valores de nutrientes registrados de este trabajo son similares a los
reportados en otros estudios para la Laguna de Términos (Yafiez-Aran-
cibia & Day, 2005; Ramos-Miranda et al., 2006; Poot-Delgado, 2016).

La concentracion de oxigeno disuelto queda incluida en el intervalo
permitido por los criterios de la NOM-001-ECOL-1996; sin embargo,
en PA 'y PE se registraron valores que indican un proceso de hipoxia
(<2 mg-L" 0,) (Drabrowski et al., 2004). No obstante, la saturacion de
oxigeno sugiere una alta actividad de los productores primarios en la
columna de agua que provoca cambios en la calidad de ésta (Justic,
1991; Lopez-Cortés et al., 2003), relacionados con los florecimientos
fitoplanctonicos (Martinez-Lopez et al., 2006; Hakspiel-Segura, 2009;
De la Lanza Espino et al., 2008; Escobedo-Urias, 2010). Esta podria
ser una de las causas de los altos valores de oxigeno disuelto, ya que
se estimaron altas concentraciones de clorofila a (43 mg m=) en los
sistemas PAy PE.

La clorofila a permite determinar la cantidad total de biomasa fito-
planctonica presente en un momento dado, lo cual refleja la calidad
determinada de agua; ademas, es empleada como un indicador del
estado trofico de un ecosistema acuatico. Asimismo, la concentracion
de clorofila a es un indicativo confiable para la cuantificacion y el sequi-
miento de las variaciones de dicha biomasa, que permite determinar la
calidad del agua y la salud del ecosistema (Contreras et al., 1994; De la
Lanza Espino et al., 2008). De acuerdo con el intervalo establecido por
los criterios ecoldgicos de calidad del agua CE-CCA-001/89 y las con-
centraciones de clorofila a observadas en sistemas costeros del golfo
de México (EPA, 1999), los valores observados en PA y PE durante el
periodo de estudio no tienden a ser altos, como los reportados en zonas
eutroficas (EPA, 1999; Herrera-Silveira et al., 2011). En este sentido,
Barreiro-Giiemes & Aguirre-Ledn (1999) reportaron para PA concentra-
ciones que variaron de 10 a 26.4 mg-m= a lo largo del afio.

La respuesta de los ecosistemas al enriquecimiento por nutrientes
€S un proceso continuo mas que una condicion estatica o estado tréfico
(Cloern, 2001; Smayda, 2005; Glibert & Burkholder, 2006). Los resul-
tados presentados en este estudio representan un nivel de avance; no
obstante, es necesario seguir desarrollando estudios de largo plazo con
la finalidad de observar los cambios en la variabilidad de las condicio-
nes espaciales y temporales de los factores que determinan el estado
trofico como el de los sistemas PA 'y PE en particular, considerando lo
sugerido por Coelho et al. (2007).
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Por otra parte, la alta variabilidad espacial y temporal de los pa-
rametros analizados en ambos sistemas indican la importancia de
desarrollar valores de referencia especificos como indicadores de eu-
trofizacion para cada tipo de ecosistema, considerando sus tendencias
en escalas de tiempo para periodos de al menos 10 afios, por lo que la
normativa en materia de calidad del agua costera en México podria ser
revisada y adecuada. Se sugiere que sea a nivel de los estados tréficos
en los sistemas costeros donde se desarrollen los criterios especificos.
Este criterio es una estrategia aplicada en Estados Unidos y en la Unidn
Europea (EEA, 2001; Herrera-Silveira et al., 2002; Cervantes-Martinez
et al., 2015), por lo que, si se utilizaran los criterios de la EEA (2001), el
estado trofico de los sistemas PA y PE corresponderia a una calidad de
agua pobre en produccion primaria.

En este estudio solo se utiliz el indice TRIX; sin embargo, es indis-
pensable utilizar otros indices tréficos que incluyan variables diferen-
tes a las consideradas, como la transparencia, el pH, la salinidad o la
composicion fitoplanctonica. Al respecto, en PA'y PE se ha reportado la
presencia de Pseudanabaena catenata Lauterborn, P limnetica (Lem-
mermann) Komarek, Anabaenopsis circularis (G.S.West) Woloszynska
et Miller, A. elenkinii Miller, Aphanizomenon cf. ovalisporum Forti, A.
schindleri Kling, Findlay et Komarek, Dolichospermum circinalis (Rab-
enhorst ex Bornet et Flahault) Wacklin, Hoffmann et Komarek, Akashiwo
sanguinea (K.Hirasaka) G.Hansen et Moestrup, Karenia cf. mikimotoi
(Miyake et Kominami ex Oda) Gert Hansen et Moestrup, Pyrodinium
bahamense var. bahamense Plate, Prorocentrum mexicanum 0sorio-
Tafall y P minimum (Pavillard) J. Schiller (Poot-Delgado et al., 2013,
2014, 2015a, b, 2016; Mucifio-Marquez et al., 2014, 2015), factor que
puede afectar la condicion tréfica de estos sistemas.

Debido a que las zonas costeras presentan caracteristicas com-
plejas, éstas no pueden ser analizadas por unos cuantos parametros o
variables, por lo que el uso de algtn indice sdlo permite comprender de
manera parcial el comportamiento tréfico de los sistemas. Por lo tanto,
este estudio no sélo representa un avance en el conocimiento ecoldgico
de PA'y PE, sino que aporta evidencia empirica que sugiere considerar
otros indices y otras variables que tomen en cuenta las caracteristicas
intrinsecas de cada sistema para evaluar su comportamiento espacio-
temporal y proponer métodos adecuados para su manejo (Pachés-
Giner, 2010; Barraza-Guardado et al, 2014; Cervantes-Martinez et
al., 2015). Las acciones para prevenir la eutrofizacion son, en Ultima
instancia, menos costosas que la rehabilitacion y la restauracion, ya
que permiten prevenir los florecimientos algales nocivos (Wang et al.,
2016). Para la conservacion de los ecosistemas y la gestion de los re-
cursos se requieren conocimientos que ayuden a detectar tendencias.
De igual importancia es comunicar ese conocimiento a los sectores
involucrados, para que pueda utilizarse como linea base para la toma
de decisiones (Pinilla et al., 2010; Barraza-Guardado et al., 2014; Cer-
vantes-Martinez et al., 2015).

Con base en los valores del indice TRIX y en los criterios ecoldgicos
de la norma de calidad del agua CE-CCA-001/89, los sistemas PA y
PE presentan un estado oligotréfico con tendencia a uno mesotrofico.
Sin embargo, es necesario continuar con los estudios en estos siste-
mas con la finalidad de determinar una tendencia estacional o anual
de su estado trofico, e incrementar los datos sobre los factores fisicos
y quimicos, y de la biomasa del fitoplancton (clorofila a). Por lo tanto,
es prioritario seguir monitoreando la calidad del agua de los sistemas
costeros para generar bases de datos mas completas, determinar las
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concentraciones de nutrientes presentes en el sedimento para estimar
su magnitud de almacenamiento y generar otros indices tréficos para
prevenir la presencia de florecimientos algales nocivos (FAN).
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ABSTRACT

Background. The structure of benthic diatom assemblages (diversity, equitability, dominance) may be useful in assessing
their ecological status in natural protected areas. Goals. To describe the structure of epipelic diatom assemblages from
Laguna Guerrero Negro (LGN), a protected coastal lagoon, and test the hypothesis that H'diversity values would be higher
for diatom assemblages in LGN sediments than in typical benthic diatom assemblages. Methods. Sediment samples
were collected in the lagoon on November 2013, and January, March, and July 2014. Diatoms were mounted on perma-
nent slides and examined at 1000x using phase contrast microscopy. In each slide, 500 valves were counted to compute
relative abundances of each taxon, and species diversity, equitability, and dominance, using Shannon (H"), Pielou (J'), and
Simpson ()) indices, respectively. Likewise, similarity between samples was measured. The calculated median value of
H" from LGN was compared to previously recorded median values to test the hypothesis that significant differences exist.
Results. A total 225 diatom taxa were counted. With few exceptions, the similarity between samples was <60%. Relative
abundances depict typical benthic diatom assemblages, with an average H'= 4.96 bits/taxon, and corresponding values
of equitability and dominance. The median value of H" (Md = 4.9) was significantly higher than the median value
(Md = 3.7) found in previous studies. Gonclusions. The structure of the epipelic diatom assemblages from LGN and their
patchy distribution are similar to that of typical diatom assemblages, but with unusually high values of H" that lead us to
reject the statistical null hypothesis and thus sustain our research hypothesis.

Key words: Biodiversity, diatom assemblages, Laguna Guerrero Negro, natural protected area, species richness.

RESUMEN

Antecedentes. La estructura de asociaciones de diatomeas bentdnicas (diversidad, equidad, dominancia) puede servir de
referencia para evaluar su estado ecoldgico en areas naturales protegidas. Objetivos. Describir la estructura de asocia-
ciones de diatomeas epipélicas de Laguna Guerrero Negro (LGN), una laguna costera protegida,contrastando la hipétesis
de que la diversidad (H') seria mas alta que en asociaciones tipicas de diatomeas bentdonicas. Métodos. Se recolectaron
sedimentos de LGN en noviembre, 2013, enero, marzo, y julio, 2014. Las diatomeas se montaron en preparaciones per-
manentes y se examinaron bajo microscopia concontraste de fases a 1000x. Por muestra se contaron 500 valvas para
estimar abundancias relativas de los taxa y calcular diversidad de especies, equidad y dominancia,utilizando los indices
de Shannon (H"), Pielou (J") y Simpson (A). Asimismo, se midio la similitud entre muestras. El valor mediano calculado de
H" para LGN se compard con la H” mediana de estudios previos contrastando la hipétesis de que existirian diferencias
significativas entre estas. Resultados. Se contaron 225 taxa de diatomeas para LGN. Salvo excepciones, la similitud
entre muestras fue <60%. Se describen asociaciones de diatomeas benténicas con diversidad promedio de H" =4.96
bits/taxon, y equidad y dominancia correspondientes. El valor mediano de H (Md = 4.9) fue significativamente mayor que
el valor mediano (Md = 3.7) de estudios previos. Conclusiones. La estructura de asociaciones de diatomeas epipélicas
de LGN es similar a la de asociaciones tipicas de diatomeas bentonicas y su distribucion en parches, pero con valores
inusualmente altos de H" que rechazan la hipétesis nula estadistica, y respaldan la hipétesis de investigacion.

Palabras clave: Area natural protegida, asociaciones de diatomeas, biodiversidad, Laguna Guerrero Negro, riqueza de
especies.
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INTRODUCTION

Although protected areas are strategic for the conservation of species
and their habitats, there are still doubts regarding their effectiveness.
Thus, the premise that such measures are effective in conserving
species was recently put to the test (Gray et al., 2016). These authors
observed that within-sample species richness could be significantly
higher inside than outside protected areas. Laguna Guerrero Negro,
Baja California - Baja California Sur, Mexico (LGN) is a protected coastal
lagoon for which very few ecological studies are available. Since the
survey by Eberhard (1966), only recently has an interest in describing
benthic biocenoses emerged, including macrobenthos (Morales-Zarate
et al., 2016) and microbenthos focusing on diatoms (Siqueiros Beltro-
nes et al., 2017a, b). Considering that benthic diatoms are an important
food source for bivalve mollusks (Siqueiros Beltrones, 2002a), and se-
veral species of clams and oysters sustain important fisheries in LGN
(Morales-Zarate et al., 2016), ecological studies on these microalgae
are needed in order to generate baseline data for their management.

In addition, benthic diatoms are an adequate reference for measu-
ring biodiversity, in part because of their high species richness. In LGN,
high species richness of benthic diatoms was estimated for subtidal
sediments, which included 14 new species records and 24 unidentified
species (Siqueiros Beltrones et al., 2017a), plus the highest number
of Lyrella species for a locality in the Mexican NW region (Siqueiros
Beltrones et al., 2017h). The generated species list is a baseline for fur-
ther ecological and biogeographical studies that are indispensable for
protecting areas in order to preserve biodiversity and support decision
making. By using the available diatom floristics as a reliable referen-
ce for estimating the relative or proportional abundances of the taxa,
calculation of ecological parameters can follow to better describe the
assemblages, inasmuch as community studies through joint analyses
of classical parameters such as species richness, diversity, dominance
and equitability, can help to detect patterns in taxocoenoses that can
reflect ecological status such as in assemblages from extreme envi-
ronments or that reflect environmental impact (Siqueiros Beltrones,
2002h). Based on these parameters, however, few attempts have been
made to detect environmental impact, (e.g., due to potentially toxic ele-
ments), by examining the structure of the diatom associations allegedly
exposed to the former (Siqueiros Beltrones et al., 2014). Also, a com-
parison of the structure of benthic diatom assemblages can be used as
a reference for assessing environmental conditions in protected areas.

Typical diatom assemblages are characteristically composed of a
few abundant and very common species, and many rare and uncom-
mon species. This situation is reflected in the mathematical diversi-
ty values derived from information theory calculated with Shannon’s
index (H), which has been observed to vary, mainly between modal
values of 2.6 - 3.8 bits/taxon (median, 2.4-4.6) for microphytobenthic
assemblages (Siqueiros Beltrones, 1998).These have been interpreted
as usual or moderately high values of diversity that depict stability of
the assemblages and, although higher (H'<5) and lower (H'<2) values
are not uncommon, these in turn have been interpreted as indicative
of a tendency towards an improbable and thus unstable state of the
assemblages in nature (Siqueiros Beltrones, 2005).

However, more recent studies on the structure of benthic diatom
assemblages for the Mexican NW region have yielded further reference
values, e.g., extreme low (uncommon) values (H'< 2) were recorded for
epiphytic diatom assemblages living on blades of the kelp Eisenia ar-

Siqueiros Beltrones D. A. et al.

borea J.E. Areschoug (Siqueiros Beltrones et al., 2016); and previously,
similar values (average H'= 2.1) were estimated for diatom epiphytes
living on blades of another kelp, Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C.
Agardh (Argumedo Hernandez & Siqueiros Beltrones, 2008). As a
comparison, other studies in the region have produced mean values
of diversity of up to H =4.76 in diatom assemblages from mangrove
sediments (Lopez Fuerte & Siqueiros Beltrones, 2006), and, later, from
H =4.58 to H"=5.13 for different substrata (Hernandez Almeida & Si-
queiros Beltrones, 2008, 2012). All of the above apply to undisturbed
coastal environments.

In the case of LGN, the observed high number of species and
subspecies taxa (S) of epipelic diatoms is considered typical of highly
productive environments (Siqueiros Beltrones et al., 2017a), where the
values of species diversity based on proportional abundances, e.g., H’
are also usually high (Siqueiros Beltrones, 2002a).

Based on the above, the aim of this study was to describe the struc-
ture of the epipelic diatom assemblages living in subtidal sediments of
LGN, and contrast the hypothesis that diversity values estimated on the
basis of information theory (H) would be higher than the median value
of H" calculated for benthic diatom assemblages from other localities
(Siqueiros Beltrones, 2005), and at least as high as the upper values
recorded in the more recent studies cited above.

MATERIALS AND METHODS

Study area. Laguna Guerrero Negro (LGN) is part of a lagoon complex
together with Laguna Ojo de Liebre (Fig.1) located (27° 35" and 27° 52
N and 113° 58" 114°10" W) on the Baja California peninsula, between
B.C. and B.C.S., Mexico within the El Vizcaino Biosphere Reserve (Are-
llano Martinez et al., 1996). Its maximum length is13 km and maximum
width is 8 km (Contreras, 1985), with a shallow bottom that varies in
depth between 2-12 m (Lluch et al., 1993). Eelgrass (Zostera marina
Linnaeus) is widely distributed from six meters deep up to the high
tide mark (Eberhard, 1966). Lagoon sediments are mainly grey sand
and organic alluvial deposits. Normal and hypersaline salinity gradients
have been recorded (Lankford, 1977), although it has been considered
an isohaline lagoon with salinities between 35.5-37.5 in winter, and
34.7-35.6 in summer (Phleger & Ewing, 1962).

Sample processing. During November 2013, January, March, and July
2014, sediment samples (150 g each) were collected by scuba divers
using plastic bags at twelve sites in the subtidal bottom of Laguna
Guerrero Negro (1-13); site 11 was not considered because of logis-
tic difficulties but numeration was kept in reference to other studies.
(Fig. 1). Samples were then processed and mounted with Pleuraxon 48
permanent slides. These were used to prepare a floristic list of epipelic
diatoms (Siqueiros Beltrones et al., 2017a). The slides were then exa-
mined under a compound microscope with phase contrast at 1000x for
a quantitative analysis. New taxa were identified (Peragallo & Peragallo,
1897). Their taxonomic status was updated according to the Algaebase
web site (http://algaebase.org/search/species/ (Guiry & Guiry, 2017),
and the Fourtanier & Kociolek (2017) Catalogue of Diatom Names of the
California Academy of Sciences (CAS) web site http://researcharchive.
calacademy.org/research/diatoms/names/. These, together with the
previous floristic list, were used as a reference to count 500 diatom
valves (n) in each slide in order to determine the relative abundance
(RA) of each taxon. Said abundance was used to estimate community

Hidrobiol6gica



Diversidad de diatomeas bentonicas

parameters of the assemblages, such as species diversity, equitabili-
ty, and dominance. Species diversity values were calculated based on
information theory using Shannon’s H" and Pielou’s J', both with log,
(Brower et al., 1998). We thus used bits/taxon (not bits/individual) as
units, as a measure of uncertainty for a randomly collected specimen
in a taxocoenosis, for it to belong to a certain (specific or infra-specific)
taxon (Siqueiros Beltrones, 2005). Simpson’s indices of dominance and
diversity (A, 1- A) were also used; these measure the probability that
two specimens collected at random belong to the same or different
species (Brower et al., 1998).

To test our hypothesis, two approaches were followed: 1) a 99%
bias-corrected and accelerated (BCA) bootstrap confidence interval
was constructed for the median H" value of benthic diatom assembla-
ges compiled in Siqueiros-Beltrones (1998); and 2) we compared the
median values of said data vs. the median value of H" calculated for
Laguna Guerrero Negro. Because of the high dispersion shown by the H’
values and common occurrence of outliers, we chose to use the median
and thereafter non-parametric statistical techniques. This confidence
interval and the Kruskal-Wallis test for significance were done using
the statistical BM® SPSS® 23 software, and a Mann-Whitney test, using
Origin Pro® 9 software. For the Mann-Whitney test, the null hypothesis
was that LGN H’ median values were not significantly different than tho-
se of typical microphytobenthos assemblages. Both the Kruskall-Wallis
and Mann-Whitney tests were performed at an oo = 0.01. A similarity
matrix between samples was also computed using presence/absence
of species (Jaccard index) and another also using their relative abun-
dances (Bray-Curtis index).

RESULTS

A total (N) of 23,325 diatom valves were counted. These included 225
taxa, out of which 52 are new additions to the LGN diatom flora (Table
1), 46 were previously recorded elsewhere for the Mexican NW region,
and six were new records for Mexican littorals (Siqueiros Beltrones &
Argumedo Hernandez, 2017). Thus, species richness for the LGN se-
diments rises to 285 taxa, with 117 of these comprising 95% of the
total relative abundance. Five samples could not be quantified because
of the low valve abundance in the slides (Table 2). Relative abundan-
ces of the identified diatom taxa were distributed as expected with few
abundant and common taxa, and many rare and uncommon Species.
The pennate forms Amphora exilitata Giffen and Navicula bipustulata A.
Mann were the most abundant taxa (>1000 valves); 29 taxa were very
common (= 200); 57 taxa were considered common <200 > 50; and
137 were considered rare (<50). Rare species in this study represent
>60% of the taxa accounted for (Table 1); these, plus the 52 not recor-
ded in the previous floristics, total to 189 rare taxa for the LGN over all
benthic diatom taxocenoses.

Species richness (S) among the samples varied between 50 and
100 taxa, with over 70% of the samples having a S > 60; which can be
considered a high species number for benthic diatoms assemblages.
Overall, 46 % of the samples showed H" values higher than 5 bits/taxon
(Table 2), with an average value of 4.96 and a median of 4.9. Values
ranged from 3.7 - 5.9, the former being the only calculated H" value
under 4 (Table 2), vs. the calculated median value for the microphyto-
benthic assemblages (Md = 3.7) used as a reference. Although values
of H' > 5 were frequent, in January we found the highest diversity (H'=
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5.9) twice, which is much higher than the mean value for the whole
lagoon (Table 3). Even though such frequency seemed more characte-
ristic of the cool season (November-January) than for the warm season
(March-July), the Kruskal-Wallis test did not detect significant differen-
ces between the monthly median values of H" in LGN (y%(3) = 3.842,
p>0.01). Thus, differences in the calculated values of H" are considered
within the range of random variations

On the other hand, the monthly median values of H" for LGN benthic
diatom assemblages (Table 3) surpassed the 99 % bootstrap CI [3.52 -
3.81] constructed for the H” median value of microphytobenthic assem-
blages. Therefore, we see that monthly median diversity estimated for
the LGN assemblages is indeed higher. These results were confirmed
by the Mann-Whitney test which indicates that H’ values were signifi-
cantly higher for LGN (Md = 4.9) than for typical microphytobenthos
assemblages (Md = 3.7), U=10935.5, p <0.01, thus confirming our
hypothesis.

The overall high values of H" correspond to the high number of
species (S) in most of the samples, but there is also a correspondence
with high values of equitability, and with the values of Simpson’s indices
(diversity and dominance), which are less sensitive to rare taxa. This
indicates that the high diversity values were due to a higher number of
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Figure 1. Location of the twelve sampling sites in Laguna Guerrero Negro, B.C.
-B.C.S., Mexico. No site 11.
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Table 1. New (52) subtidal epipelic diatom taxa and their relative abundances (RA) and percentage RA (%) in Laguna Guerrero Negro, B.C.-B.C.S., Mexico (N=23,325).

Taxon RA %

Cocconeis molesta var. crucifera Grunow 464 1.997
Amphora graeffivar. minor Peragallo 151 0.650
Thalassiosira eccentrica (Ehrenberg) Cleve 80 0.344
Cocconeis scutellum var. parva (Grunow) Cleve 66 0.284
Tropidoneis pusilla (Greg.) Cleve 66 0.284
Gyrosigma balticum (Ehrenberg) Rabenhorst 50 0.215
Hantzschia marina (Donkin) Grunow 48 0.207
Diploneis muscaeformis var. constricta (Grunow in Schmidt et al) Cleve 46 0.198
Campylo discussimulans Gregory 44 0.189
Cocconeis heteroidea Hantzsch 42 0.181
Cocconeis dirupta Gregory 39 0.168
Nitzschia insignis Gregory 36 0.155
Amphora angusta Gregory 36 0.155
Astartiella punctifera (Hustedt) Witkowski et Lange-Bertalot 34 0.146
Cocconeis disculus (Schumann) Cleve 33 0.142
Cocconeis scutellum Ehrenberg 33 0.142
Cymbellonitzschia cf. minima Hustedt 33 0.142
Diploneis chersonensis (Grunow) Cleve 28 0.121
Cocconeiopsis fraudulenta (A. W. F. Schmidt) Witkowski 26 0.112
Grammatophora oceanica Ehrenberg 25 0.108
Pleurosigma formosum W. Smith 25 0.108
Odontella aurita (Lyngbye) Agardh 24 0.103
Coscinodiscus oculus-iridis Enrenberg 23 0.099
Donkinia carinata (Donkin) Ralfs in Pritchard 19 0.082
Halamphora costata (W. Smith) Levkov 17 0.073
Navicula cf. atomus (Kiitzing) Grunow 11 0.047
Podosira stelligera (J. W. Bailey) A. Mann 11 0.047
Amphora tenuissima Hustedt 8 0.034
Pleurosigmapulchrum Grunow 8 0.034
Pleurosigma cf. affine Grunow 7 0.030
Campylodiscus crebrecostatus var. speciosa T.Eulenstein 6 0.026
Achnanthes citronella (A. Mann) Hustedt in Schmidt ef al. 5 0.022
Cocconeis contermina A. W. F. Schmidt 5 0.022
Grammatophora gibberula Kiitzing 5 0.022
Synedra crystallina (Agardh) Kiitzing 4 0.017
Fallacia diploneoides (Hustedt) D. G.Mann 4 0.017
Nitzschia martiana (Agardh) Van Heurck 4 0.017
Bacillaria paxillifera (0. F. Miiller) T.Marsson 3 0.013
Nitzschia perminuta (Grunow) Peragallo 3 0.013
Achnanthes javanica Grunow 2 0.009
Amphora aspera Petit 2 0.009
Grammatophora marina (Lyngbye) Kiitzing 2 0.009
Nitzschia filiformis (W. Smith) Van Heurck 2 0.009
Actinoptychus vulgaris Schumann 1 0.004
Halamphora dusenii (Brun) Levkov 1 0.004
Anaulus birostratus (Grunow) Grunow 1 0.004
Diploneis nitescens (W. Gregory) Cleve 1 0.004
Gyrosigmatenuissimum (W. Smith) Griffith et Henfrey 1 0.004
Mastogloia angulata Lewis 1 0.004
Navicula johanrossi Giffen 1 0.004
Nitzschia microcephala var. bicapitellata Cleve 1 0.004
Pleurosigma acutum Norman ex Ralfs 1 0.004
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Figure 2. Jaccard similarity values in benthic diatom species composition between all samples collected at Laguna Guerrero Negro, B.C. -B.C.S., Mexico. The low
values suggest the typical patchy distribution of the taxa in benthic diatom assemblages.
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Figure 3. Bray-Curtis similarity values in benthic diatom species composition between all samples collected at Laguna Guerrero Negro, B.C. - B.C.S., Mexico. The
patchy distribution of benthic diatom taxa suggested in general by low values (although higher than with Jaccard) combines with high values that are caused by the
shared presence of taxa with high relative abundances in several sites, e.g. 6, 12, 13.
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Table 2. Estimated community parameter values for benthic diatom assem-
blages from Laguna Guerrero Negro (G), BC-BCS, Mexico. N = November; E =
January; M = March; J = July; S = species richness; n = sample size; J" = equi-
tability (bits/taxon); H'= Shannon’s diversity (bits/taxon); A = Simpson’s domi-
nance (probability); 1-A = Simpson’s diversity. ND = not determined. No site 11.

Sample S n J H’ A 1-A
NOVEMBER (2103)

NG1 83 539 08 55 004 096
NG2 ND ND ND ND ND ND
NG3 78 560 084 53 004 096
NG4 52 577 083 48 006 094
NG5 64 521 084 51 0.04 0.96
NG6 85 509 089 57 002 098
NG7 69 515 083 5.1 005 095
NG8 76 558 086 54 004 096
NG9 53 490 078 45 0.08 092
NG10 71 550 079 48 007 093
NG12 50 528 076 43 009 091
NG13 63 498 082 49 005 095

JANUARY (2014)

EG1 100 551 089 59 002 098
EG2 ND ND ND ND ND ND
EG3 73 515 085 53 004 096
EG4 87 526 088 57 003 097
EG5 ND ND ND ND ND ND
EG6 95 594 089 59 002 098
EG7 74 569 076 47 0.08 092
EG8 89 617 08 56 003 097
EG9 61 515 083 49 005 09
EG10 84 560 084 54 003 097
EG12 52 534 074 42 01 0.89
EG13 59 522 076 45 010 0.90

MARCH (2014)

MG1 ND ND ND ND ND ND
MG2 75 617  0.83 5.1 0.05 095
MG3 61 507  0.79 47 0.06 094
MG4 55 575  0.81 47 006 094
MG5 87 563  0.81 52 005 095
MG6 74 491 0.86 53 004 096
MG7 62 514  0.79 47 0.06 094
MG8 95 576  0.87 57 003 097
MG9 54 576  0.80 46 0.07 093
MG10 76 597  0.80 49 006 094
MG12 39 438  0.69 37 013 087
MG13 43 539 077 42 009 091

JULY (2014)

JG1 62 526  0.84 50 005 095
JG2 ND ND ND ND ND ND
JG3 56 535 0.81 47 0.06 094
JG4 46 534 0.81 45 0.07 093
JG5 70 587 0.81 49 005 095
JG6 83 486 088 56 003 097
JG7 71 571 086 53 004 096
JG8 83 525 088 56 003 097
JG9 63 512 073 44 012 0.88
JG10 52 522 075 43 011 0.89
JG12 56 564 076 44 007 093
JG13 69 526 073 45 011 0.89
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more common taxa rather than to rare species. All this is in accordance
with the proposed hypothesis.

Measurements with both similarity indices ranged between 45%
and 60% that comprised most of the samples (Figs. 2-3). No patterns
were apparent within dendrograms, confirming a lack of statistical di-
fferences between monthly H' values.The only exception is the group
of four samples from site 6 with Bray-Curtis. However, when compared
with Jaccard values, it is evident that the same (few) abundant species
were present at this site during all dates, while also sharing high values
of equitability, which confirms that a significant number of common
taxa were similarly distributed at these sites. Spatially, however, sites
differed in overall species composition at around 50%. All these obser-
vationsfrom the similarity analysis corresponds to the typical patchy
distribution of taxa usually observed in benthic diatom assemblages.

DISCUSSION

Almost as many taxa (225) were included in this quantitative analysis
of the epipelic diatom assemblages of LGN as those recorded (232) in
the supporting floristic study (Siqueiros Beltrones et al., 2017a). Of the
52 additions to the LGN diatom flora, 46 taxa were previously recorded
elsewhere for the Mexican NW region, while six taxa turned out to be
new records for the Mexican littorals: Achnanthes citronella (A. Mann)
Hustedt; Amphora graeffi var. minor Peragallo; Navicula (Cocconeiop-
sis?) aspersa Hustedt; Diploneis muscaeformis var. constricta (Grunow
in Schmidt et al)) Cleve, Pleurosigma affine Grunow; Pleurosigma pul-
chrum Grunow (Siqueiros Beltrones & Argumedo Hernandez, 2017).
This, along with the low similarity values demonstrates the typical
patchy distribution of benthic diatoms that causes floristics in discrete
surveys to be underestimated.

0On the other hand, the high number of diatom species (S) per sam-
ple and their proportions (J’) are reflected in the estimated mean values
of diversity (H)) in sediments of LGN, some of which are among the hig-
hest ever recorded in the Mexican NW region (Jan H" = 5.2 bits/taxon),
and much higher than the afor mentioned median values that allege-
dly reflect stability (Siqueiros Beltrones, 2005), and higher than those
within the confidence interval constructed in this paper. Although this
could suggest that the LGN assemblages may not be stable (Siqueiros
Beltrones, 2005), recent studies in undisturbed coastal localities report
similar mean values of diversity (H" = 4.76 bits/taxon) in mangrove se-
diments from Bahia Magdalena (Lopez Fuerte & Siqueiros Beltrones,
2006). Besides, these authors recorded the most taxa hitherto for a
single locality in NW Mexico (S = 325) in a previous floristic phase,
while in the quantitative phase, the number of taxa per sample ranged

Table 3. Statistical parameters for the calculated values of H™ of benthic dia-
tom assemblages from Laguna Guerrero Negro (LGN), Mexico. N = number of
samples.

Ntotal Mean Median Mode Minimum Maximum
Nov. 11 5.03 5.1 4.8 4.3 5.7
Jan. 10 521 535 5.9 4.2 5.9
Mar. 11 4.8 4.7 4.7 3.7 5.7
Jun. 11 4.83 47 44 4.3 5.6
LGN 43 4.96 49 4.7 3.7 5.9
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from 64 to 119in 11 of their 12 samples (S = 251). They attributed the
high estimated values of species diversity (H') to the better represented
taxa, rather than to overall species richness, although they did record
a larger proportion (68.5%) of rare species (172), with 83 taxa accoun-
ting for 95% of the relative abundances. Also, Hernandez Almeida and
Siqueiros Beltrones (2008; 2012) estimated high mean values of H" =
4.58 and H'= 5.13 for epilithic and epiphytic assemblages, respecti-
vely. In the former case, 55 epiphytic taxa on macroalgae comprised
95% (N=211) of the RA. In contrast, in seagrass epiphytes, 25 taxa (S
=115) comprised 95% of the RA, with corresponding H’ values of 3.42-
4.15 Siqueiros Beltrones et al. (1985). Compared with the 117 taxa in
this study, it seems evident why the values of H" in LGN were signifi-
cantly higher.The above values, coupled with the distribution of relative
abundances, species richness, the patchy distribution suggested by the
new taxa, and the similarity values are typical of benthic diatom taxo-
coenoses from undisturbed environments. The high species diversity
of benthic diatom assemblages observed for LGN is what we would
expect to find in a protected area. However, Gray et al. (2106) obser-
ved that within-sample species richness could be significantly higher
inside than outside protected areas, but they did not find consistency
in their observations when using rarefaction-based species richness. In
our study, the high number of benthic diatom taxa and their proportions
suggest that analyzing the structure of benthic diatom taxocoenoses
may prove useful as an alternative for direct rarefaction techniques that
permits reliable comparison between different taxocoenoses. Moreover,
community parameter values could be used for assessing environmen-
tal impact or as a reference for characterizing undisturbed conditions
in marine environments (Siqueiros Beltrones et al., 2014). Thus, on the
basis of the present structure of the benthic diatom assemblages from
LGN, no environmental impact, either natural or anthropogenic, is sus-
pected at this lagoon, and we expect these characteristics to be similar
for benthic diatom assemblages in other undisturbed subtropical coas-
tal lagoons.
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ABSTRACT

Background. Recent morphological and phylogenetic studies of Laurencia in the Atlantic Ocean have modified our cu-
rrent knowledge of the group. Approximately 23% of the worldwide generic diversity has been recorded in this region.
Goals. Update the checklist of the Laurencia species in the Atlantic and describe the distribution patterns within the ge-
nus. Methods. We obtained records of Laurencia species in the Atlantic from a review of the literature and distributional
data were used to define areas of endemism through a PAE (Parsimony of Areas of Endemism) analysis. Results. We
propose an updated checklist of the 30 currently recognized species of Laurencia in the Atlantic Ocean; this checklist
also includes taxonomic synonyms, nomenclatural remarks, and a detailed distribution for each species. The distributional
range for the genus in the Atlantic extends from Bermuda and Northern Europe in the North Atlantic to Brazil and South
Africa in the South Atlantic. We were able to define four areas of endemism: Brazil with four endemic species, the Gulf
of Guinea with four endemic species, the northeastern Atlantic with three endemic species, and South Africa with four
endemic species; also documented was one secondary area (Macaronesian Islands) with the endemic species L. viridis.
Moreover, 17 of the 30 species of the Atlantic are also distributed in the Indo-Pacific, of which five are amphi-Atlantic
species. Gonclusions. The patterns found are related to geological events that occurred in the past, a fact that allows us
to formulate a vicariance hypothesis about these species biogeographic history. Therefore, future work that will document
new species and the clarification of taxonomic problems will allow researchers to continue enriching this hypothesis.

Key words: Area of endemism, biogeography, PAE analysis, red algae.

RESUMEN

Antecedentes. Los recientes estudios morfoldgicos y filogenéticos de Laurencia para el océano Atlantico han modificado
el conocimiento actual sobre la diversidad del grupo, registrandose para esta region, aproximadamente el 23% de la
diversidad del género a nivel mundial. Objetivos. Actualizar el listado de especies de Laurencia presentes en el Océano
Atlantico y definir sus patrones de distribucién. Métodoes. Se obtuvieron los registros de las especies del género a partir
de una revision bibliografica, utilizando los datos de distribucion para la definicion de patrones biogeograficos mediante
un andlisis de PAE. Resultados. Se propone un listado actualizado que contiene 30 especies de Laurencia reconocidas
taxondmicamente para el Océano Atlantico; ademas se incluyen sindnimos, notas nomenclaturales y la distribucion a de-
talle de cada una de las especies. El intervalo de distribucion del género se extiende desde Bermuda y el norte de Europa
para el Atlantico Norte, hasta Brasil y Sudafrica en el Atlantico Sur. Se definieron cuatro areas de endemismo: Brasil con
cuatro especies endémicas, Golfo de Guinea con cuatro especies restringidas, Noreste del Atlantico con tres especies
endémicas y Sudafrica con cuatro especies endémicas; ademas de un area secundaria (Islas de la Macaronesia) con L.
viridis como especie endémica. Por otro lado, 17 de las 30 especies registradas para el Atlantico se distribuyen también
en el Indo-Pacifico, de las cuales cinco son especies anfi-Atlanticas. Conclusiones. Los patrones encontrados han sido
relacionados con eventos geoldgicos que han ocurrido en el pasado, permitiendo ofrecer una hipétesis de vicarianza
sobre su historia biogeografica. Por lo tanto, trabajos futuros sobre el reconocimiento de nuevas especies y el esclareci-
miento de problemas taxondmicos permitira continuar enriqueciendo dicha hipétesis.

Palabras clave: Areas de endemismo, biogeografia, Andlisis de PAE, algas rojas.
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INTRODUCTION

There is a need for an updated checklist of Laurencia (Rhodophyta,
Ceramiales) in the Atlantic Ocean that accounts for recent morphologi-
cal and phylogenetic studies that have modified our current knowledge
of the group. For instance, the “Laurencia complex” has replaced the
former concept of Laurencia sensu lato. The genus Laurencia sensu
stricto (s.s.) (Garbary & Harper, 1998; Nam, 2006; Gil-Rodriguez et
al., 2012), and the following seven genera belonging to the complex
(mentioned above):0smundea Stackhouse, Chondrophycus (Tokida et
Saito) Garbary et J. T. Harper, Palisada K. W. Nam, Yuzurua (K.W. Nam)
Martin-Lescanne, Laurenciella Cassano, Gil-Rodriguez, Senties, Diaz-
Larrea, M. C. Oliveira et M. T. Fujii, Coronaphycus Metti and Ohelopapa
F. Rousseau, Martin-Lescanne, Payri et L. Le Gall. These genera differ in
the number of pericentral cells cut off by the vegetative axial segments,
the origin of spermatangial branches, and the origin of tetrasporangia
from determined cells (Saito, 1967; Nam et al., 1994; Garbary & Harper,
1998; Nam, 1999, 2006, 2007). Molecular phylogenetic data also
support distinction among them (Martin-Lescanne et al., 2010; Cassa-
no et al., 2012a; Metti et al., 2015; Rousseau et al., 2017).

Laurencia comprises 130 taxonomically recognized species world-
wide (Guiry & Guiry, 2017). In particular, 18 species of the genus have
been recorded for the Western Atlantic (from North Carolina to Brazil)
and 21 for the Eastern Atlantic (Europe and Africa). These represent
23% of the species richness worldwide. Phylogenetic studies of some
Laurencia species in the Atlantic have shown the artificiality of the wide
ranges of distribution of some species, such as L. microcladia and L.
obtusa (Cassano et al., 2012a) that have been eliminated from the Bra-
zilian flora.

Hernandez 0. E. etal.

The area of endemism is defined as the sympatric congruence
between two or more endemic species, based on the fact that the-
se species share a common spatial history (Platnick, 1991; Morrone,
2007). Other areas that can be documented are the secondary areas,
which have only one endemic species or the so-called relic species that
are important because these areas may be later isolations where spe-
cies radiation has not yet occurred (Ippi & Flores, 2001; Vargas et al.,
2008). The PAE (Parsimony Areas of Endemism) analysis is a method
that allows us to identify areas of endemism from area cladograms.
In a manner similar to phylogenetic systematics, at least two synapo-
morphic characters (restricted species) will define areas of endemism
(Morrone, 2013).

One important outcome of this taxonomic updating is to provide a
better understanding of the biogeographical patterns. With the present
updated checklist, we will discuss endemism and the widespread geo-
graphic distribution of Laurencia species in the Atlantic.

MATERIALS AND METHODS

Records for Laurencia for the Atlantic Ocean were obtained from pri-
mary sources (these sources are indicated for each species in Results
section). We complemented information with the online database Algae
Base (Guiry & Guiry, 2017). Parsimony Analysis of Endemicity (PAE; Ro-
sen, 1988) was used in a biogeographical analysis. For this analysis, an
rx ¢ binary matrix (presence and absence) was constructed, where r
(rows) displays the 17 Atlantic ecoregions proposed by Spalding et al.
(2007) (Fig. 1) and c¢ (columns) contains 24 of the 30 species recorded
for the Atlantic Ocean. Because they could be found practically all over

Figure 1. Marine ecoregions used in the PAE analysis, modified from Spalding et al., (2007): Adriatic Sea (AdS), Aghulas Bank (AghB), Bermuda (Ber), Eastern Brazil
(EBr), Eastern Caribbean (Eca), Greater Antilles (GA), Gulf of Guinea Central (GGC), Gulf of Guinea Upwelling (GGU), Gulf of Guinea Western (GGW), Levantine Sea (LevS),
Northeastern Brazil (NEBr), Southern Caribbean (Sca), South European Atlantic Shelf (SEAS), Southeastern Brazil (SEBr), St. Helena and Ascension Islands (SHAI),

Western Caribbean (WCa), and Western Mediterranean (WMe).
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the Atlantic, we did not include L. brongniartii J. Agardh, L. caducira-
mulosa Masuda et S. Kawaguchi, L. dendroidea J. Agardh, L. intricata
J. V. Lamouroux, L. microcladia Kiitzing, and L. obtusa (Hudson) J.V.
Lamouroux. In addition, the Macaronesian Islands were excluded from
the analysis because they are considered to be a transition zone with
species from other areas of Atlantic (see Haroun & Prud’homme van
Reine, 1993; Tuya & Haroun, 2009), and may affect our distributional
patterns (Medina, 2007). Parsimony analysis was done through a heu-
ristic search using TBR+TBR routines with the NONA program, using
the WinClada software (Nixon, 1999). A strict consensus tree was built
from the most parsimonious trees.

Six “species inquirenda” (L. alsidiidormis Zanardini ex Fraudenfeld,
L. alsidioides P. L. Crouan et H.M. Crouan, L. botryocephala Kiitzing, L.
canariensis Montagne ex Kiitzing, L. moriformis Kiitzing and L. trifaria
Kiitzing) did not provide information about their geographical distri-
bution and were recorded only once by their respective authors. Null
or limited herbarium material prevented us from being totally certain
about these taxa. Categories of areas (patterns) were defined: Those
containing an endemic species (Secondary Area); those with congru-
ence in geographical distribution of two or more endemic species (Area
of Endemism), that is, clades defined by two or more synapomorphies;
and widespread species (amphi-Atlantic Areas). In addition, we defined
areas containing two or more endemic species without total congru-
ence in the geographic distribution of these, known as areas of Partial
Congruence.

RESULTS
Checklist of Laurencia species
Laurencia aldingensis Saito et Womersley
Type locality: Aldinga Reef, South Australia.

Distribution: Tropical Southwestern Atlantic: Brazi: Espirito
Santo (Carvalho et al., 2006; Fujii et al., 2011) and Rio de
Janeiro (Fuijiiet al., 2011).

Laurencia brachyclados Pilger
Type locality: Annobon Island, Equatorial Guinea, West Africa.

Distribution: Gulf of Guinea: EauaToriaL Guinea: Annobon Island
(John et al., 2004).

St. Helena and Ascension Islands: Ascension Istanp (John et al.,
2004).

Laurencia brongniartii J.Agardh
Type locality: Martinique, West Indies.

Remarks: Dizerbo & Herpe (2007) and Stokes et al. (2004)
considered this an introduced species in southeast France
and Ireland, respectively.

Distribution: Gulf of Guinea:Ghana (John et al., 2004).

Luisitanian: Canary Istanps: EI Hierro and Lanzarote (uncertain
record) (Gil-Rodriguez et al., 2012). France: Brest (Dizerbo &
Herpe, 2007).
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Tropical Northwestern Atlantic: Costa Rica: Punta Coclas
(Fernandez & Alvarado, 2004). Cusa: Havana (Suarez, 2005).
MarTiniaue (Womersley, 2003). Mexico: Quintana Roo (Senties
& Fujii, 2002).

Northern European Seas: IreLanp (Stokes et al., 2004).

Laurencia caduciramulosa Masuda et Kawaguchi

Type locality: Hon Tre Island, Tien Hai Islands, Hatien, Kien-
Giang Province, Vietnam.

Distribution: Lusitanian: Canary Istanps: Tenerife (Gil-Rodri-
guez et al., 2012).

Mediterranean Sea: France: Mediterranean coast (Klein & Ver-
laque, 2005). Greece: Zakynthos Island (Tsikira & Haritonidis,
2005). IraLy: Linosa Island (Furnari et al., 2001; Serio et al.,
2006).

St. Helena and Ascension Islands: Ascension Istanp (Tsiamis et
al., 2014a).

Tropical Northwestern Atlantic: Cuea: Havana (Senties et al.,
2010) and Rincén del Guanabo (Suarez et al., 2015). USA:
Florida (Collado-Vides et al., 2014).

Tropical Southwestern Atlantic: BraziL: Bahia (Torrano-Silva
& Oliveira, 2013) and Rio de Janeiro (Cassano et al., 2006).

Laurencia caraibica P.C. Silva

Type Locality: Abraham Bay, Mariguana (Mayaguana), Baha-
mas.

Distribution: Tropical Northwestern Atlantic: Baxawas: Abraham
Bay (Schneider et al., 2010). Beuze: Carry Bow Cay (Norris &
Bucher, 1982) and Pelican Cays (Littler & Littler, 1997). Cusa:
Bucunayagua, Guanahacabibes and Havana (Suarez, 2005).
Jamaica (Taylor, 1960). Lesser AntiLLes (Taylor, 1969). Mexico:
Campeche, Quintana Roo, Tamaulipas, and Veracruz (Ortega
etal., 2001; Senties & Fujii, 2002). VenezueLa (Ganesan, 1990).

Tropical Southwestern Atlantic: Brazi: Rio Grande do Norte
(Villaga et al., 2010) and Bahia (Creed et al., 2010).

Warm Temperate Northwest Atlantic: Bervuba: Bermuda Is-
land, Gibbet Island, and Somerset Island (Schneider et al.,
2010).

Laurencia catarinensis Gordeiro-Marino et M.T. Fujii

Type locality: Mole Beach, Santa Catarina Island, Brazil.

Distribution: Lusitanian: Canary IsLanps: El Hierro, Fuerteventu-
ra, Gran Canaria, La Gomera, La Palma, Lanzarote and Tene-
rife (Machin-Sanchez et al., 2012).

WarmTemperate Southwestern Atlantic: BraziL: Santa Catari-
na (Fujii & Senties, 2005; Machin-Sanchez et al., 2012) and
Sao Paulo (Fujii et al., 2006).

Tropical Southwestern Atlantic: BraziL: Rio Grande do Norte
(Fujii & Senties, 2005; Machin-Sanchez et al., 2012), Espirito
Santo (Machin-Sanchez et al., 2012) and Rio de Janeiro (Fujii
& Senties, 2005).
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Laurencia chondrioides Borgesen

Type locality: Saint John Island, U. S. Virgin Islands.

Remarks: Only one record outside the Atlantic (Philippines)
by Silva et al., (1987). In the Mediterranean Sea (France and
Israel) it is regarded as an invasive species (Klein & Verlaque
2011; Hoffman et al., 2014).

Distribution: Lusitanian: Canary Istanps: Lanzarote (Gil-Rodri-
guez et al., 2012).

Mediterranean Sea: Faance: Hyéres and Porquerolles Island
(Klein & Verlaque, 2011). Greece: Zakynthos Island (Tsirika &
Haritonidis, 2005). IsraeL: Achziv Beach, Achziv Reserve, Hai-
fa-Bat Galim Beach, Rosh Hanika and Shavei Zion (Hoffman
et al., 2014). hrary: Aeolian Islands, Lachea Island (Gomez-
Garreta et al., 2001), Linosa Island (Serio et al., 2006), Tremiti
Islands (Gomez-Garreta et al., 2001) and Tuscany (Rindi et
al., 2002). Sran: Balearic Islands and Columbretes Island
(Gémez-Garreta et al., 2001).

Tropical Northwestern Atlantic: Cusa: Canarreos Archipelago
and Alonzo Cay (Suarez, 2005). Mexico: Quintana Roo (Ortega
et al., 2001). Virain Isanps: St John (Klein & Verlaque, 2011).

Laurencia coronopus J. Agardh

Type locality: “in mare Nigro ad littusTauriae” (Black Sea).

Remarks: Gomez-Garreta et al., (2001) suggested that a
revision using recent taxonomic criteria should be made to
corroborate if this species actually belongs to Laurencia or
whether it belongs to Chondrophycus or Osmundea.

Distribution: Black Sea: BuLcaria: Athopol (Gdmez-Garreta et
al., 2001; Kamenarska et al., 2006; Kamenarska et al., 2009).
Romania LittoraL: (Caraus, 2012; Gomez-Garreta et al., 2001).

Mediterranean Sea: France: Herault (Gomez-Garreta et al.,
2001).

Laurencia corymbosa J. Agardh

Type locality: Cape of Good Hope, South Africa.

Distribution: South Africa: Care oF Goop Hore (Silva et al.,
1996).

Laurencia decumbens Kiitzing

Type locality: New Caledonia.

Distribution: Tropical Northwestern Atlantic: Bermupa: Ber-
muda Island (Schneider & Lane, 2005). VenezuelA (Ganesan,
1990).

Tropical Southwestern Atlantic: BraziL: Atol das Rocas (Villaga
etal, 2010).

Laurencia dendroidea J.Agardh

Type locality: Brazil.

Remarks: According to Cassano et al. (2012b), using mole-
cular and morphological characters, the taxa that have been
identified as L. filiformis, L. majuscula, and L. obtusa in Brazil

Hernandez 0. E. etal.

correspond to L. dendroidea. Similarly, L. majuscula in the
Canary Islands corresponds to L. dendroidea.

Distribution: Gulf of Guinea: Cameroon, Gaon, and GHana (John
etal., 2004).

Lusitanian: Canary Isianps: Fuerteventura, Gran Canaria, La
Palma, Lanzarote, and Tenerife (Gil-Rodriguez et al., 2012).
Mapeira ArcHiPeLAGO: Madeira (John et al., 2004). Mediterra-
nean Sea: France [uncertain record (GOmez-Garreta et al.,
2001)]. Greece: Zakynthos Island (Tsikira & Haritonidis, 2005).
ItaLy: Lecce and Linosa Island (Gomez-Garreta et al., 2001;
Serio et al., 2006).

Tropical Northwestern Atlantic: Barsapos (Taylor, 1960, Wynne
et al., 2014). Bermupa (Taylor, 1960). Costa Rica (Taylor, 1960).
Jamaica (Taylor, 1960). Lesser AnTies (Taylor, 1960). NeTHER-
LANDS ANTILLES, TRINIDAD AND ToBAGO, and VEnezueLA (Taylor, 1960).

Tropical Southwestern Atlantic: Brazi: Bahia (Oliveira et al.,
2013). Espirito Santo (Oliveira et al., 2013; Fujii et al., 2006)
and Rio de Janeiro (Cassano et al., 2012b, Oliveira et al., 2013)

West African Transition Zone: Cape VERDE IsLanps and SaALvAGe
IsLans (John et al., 2004), Gavsia (John et al., 2004). SeneGaL:
North of Senegal (John et al., 2004).

Warm Temperate Northwest Atlantic: USA: North Carolina
(Taylor, 1960).

Warm Temperate Southwestern Atlantic: BraziL: Santa Catari-
na (Creed et al., 2010) and Sao Paulo (Cassano et al., 2012b).

Laurencia epiphylia F. Boisset et J. C. Lino

Type locality: Alicante: La Granadella, Javea, the Mediterra-
nean coast of Spain.

Distribution: Mediterranean Sea: Spaw: Alicante (Gdmez-Ga-
rreta et al., 2001).

Laurencia flexuosa Kiitzing
Type locality: “Ad Caput Bonae Spei”, South Africa.
Distribution: South Africa: Care Town (Stegenga et al., 1997).

West African Transition: Mauriania [uncertain record (John et
al., 2004)].

Laurencia foldatsii N. Rodriguez de Rios
Type locality: Taguao, Distrito Federal, Venezuela

Distribution: Tropical Northwestern Atlantic: VenezueLa (Gane-
san, 1990).

Laurencia galtsoffii M. Howe
Type locality: Pearl and Hermes Reef, Hawaiian Archipelago.

Distribution: Gulf of Guinea: Gason, GHana, and Liseria (John et
al., 2004).

West African Transition: Care Veroe Istanps (John et al., 2004).
Laurencia griseaviolacea M.J. Wynne

Type locality: Clovelly, Cape Peninsula, South Africa.
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Distribution: South Africa: Cape Town (Stegenga et al., 1997,
as Laurencia peninsularis H. Stegenga, J. J. Bolton et R. J.
Anderson not L. peninsularis Taylor).

Laurencia intricata J.V. Lamouroux

Type locality: Antilles.

Remarks: According to Machin-Sanchez et al. (2012), records
of L. intricata from the Canary Islands correspond to L. ca-
tarinensis. Therefore, we believe that a taxonomic study of
this species from the rest of Macaronesian Archipelago and
Western Africa is needed to verify the identity of L. intricata
from these areas.

Distribution: Gulf of Guinea: Sao Tomé anp PrinciPE, and SiERra
Leone (John et al., 2004).

Mediterranean Sea: Greece: Messolonghi (Christia et al., 2011)
and Zakynthos Island (Tsikira & Haritonidis, 2005). ItaLy. Lino-
sa Island (Furnari et al., 2001; Gomez-Garreta et al., 2001).
Lisva: Cyrenaica (Gomez-Garreta et al., 2001).

Tropical Northwestern Atlantic: Banamas (Taylor, 1960). Bevize:
Carrie Bow Cays (Norris & Bucher, 1992) and Pelican Cays
(Littler & Littler, 1997). Bermupa: (Taylor, 1960). CAvmAN IsLAND
AnD Costa Rica (Taylor, 1960). Cusa: Canarreos Archipelago,
Sabana-Camagiiey Archipelago, Nuevitas Bay, Bocas de
Alonzo, Coco, Gulf of Bataband, Guanacahabites, Guarda-
lavaca, Havana, Matanzas, and Villa Clara (Suarez, 2005;
Gil-Rodriguez et al., 2010). HispanioLA IsLanp and Jamaica (Ta-
ylor, 1960). Marminiaue (Rodriguez-Prieto et al.,1999). Mexico:
Campeche (Fuijii et al., 2006) and Quintana Roo (Senties &
Fujii, 2002, Cassano et al., 2010; Gil-Rodriguez et al., 2010).
Panama (Taylor, 1960). Trinpap Anb Tosago (Duncan & Lee-Lum,
2006). USA: Florida (Collado-Vides et al., 2011; Fuiii et al.,
2006). Venezuera: Miranda State (Wynne, 2017). VIRGen IsLANDS:
St. Croix (Taylor, 1960).

West African Transition: Cape VERrDE IsLanps [uncertain record
(John et al., 2004)] and SenecaL (John et al., 2004).

Warm Temperate Northwest Atlantic: USA: Texas (Wynne,
2008).

Laurencia laurahuertana Mateo-Cid, Mendoza-Gonzalez, Senties
et Diaz-Larrea

Type locality: Punta Herrero, Quintana Roo. México

Distribution: Caribbean Sea and Gulf of Mexico. Mexico: Quin-
tana Roo (Mateo-Cid et al., 2014).

Laurencia microcladia Kiitzing

Type locality: West Indies

Remarks: Records of L. microcladia from Brazil containa mis-
applied name, which correspond to L. dendroidea Cassano
etal. (2012a).

Distribution: Lusitania: Azores IsLanps: Santa Maria Island and
Pico (Tittley et al., 2009). Canary Istanps: El Hierro, Fuerteven-
tura, Gran Canaria, La Palma, Lanzarote, and Tenerife (Gil-
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Rodriguez et al., 2012). Mabeira ArcHiPeLAGo: Porto Santo (Neto
et al., 2001). SaLvaces IsLanps (John et al., 2004).

Mediterranean Sea: ALceria: Alger (GOmez-Garreta et al., 2001;
Gil-Rodriguez et al., 2012). Cverus: Akamas, GaziMagusa,
Girne, Karpasia, Liopetri, and Salamis (Taskin et al., 2013;
Tsiamiset al., 2014b). Eever: EI Dabaa (Gémez-Garreta et
al., 2001). Faance: Corsica (Gomez-Garreta et al., 2001) and
Hérault (Verlaque, 2001). Greece: Zakynthos Island (Tsikira &
Haritonidis, 2005). IraLy: Linosa Island (Serio et al., 2006), Si-
cilia (Gomez-Garreta et al., 2001), Tuscan Archipelago (Ridi et
al., 2002), ltalian Adriatic Sea (Gomez-Garreta et al., 2001),
Gulfof Taranto (Gomez-Garreta et al., 2001), Cherad ilslands,
and Sardinia (Gémez-Garreta et al., 2001). MaLTa: Gozo Island
and Malta Island (Comarci et al., 1997). Morocco: Alhucemas,
Cabo de Agua, Karia Arkemanne, Muelle Colorado, Punta Ne-
gri, Punta de Rostrogordo, and Punta de Sabinilla (Gomez-
Garreta ef al., 2001). Sean: Almeria (Soto & Conde, 1989),
Balearic Islands (GOomez-Garreta et al, 2001), Catalunya
(Gomez-Garreta et al., 2001), and Murcia (Gil-Rodriguez et
al,, 2012). Turkev: Akdeniz, izmir Bay, Gulf of Gokova, Karadeiz
and Mersin (Taskin et al., 2008).

Tropical Northwestern Atlantic: Baxavas (Taylor, 1960). Bevize:
Carrie Bow Cays (Norris & Bucher, 1982) and Pelican Cays
(Littler & Littler, 1997). Bermupa (Taylor, 1960). Caicos IsLAnDS,
Cavman Istanps, CosTa Rica, Jamaica, LESSER ANTILLES, NETHERLANDS
AnriLes, and Panama (Taylor, 1960). Cusa: Gulf of Batabano
(Suérez, 2005). Puerto Rico: Arecibo and Santiago Cay (Gil-
Rodriguez et al., 2012). Trinibab anp Tosago (Duncan & Lum-
Lee, 2006). USA: Florida (Taylor, 1960). VenezueLa: Aves Island
(Taylor, 1960) and Cumana (Gil-Rodriguez et al., 2012). Virgin
Istanps (Taylor, 1960).

West African Transition: Cape VErDe IsLanps: Ilheu Branco and
San Nicolau (John et al., 2004, Gil-Rodriguez et al., 2012).
Mauritania (John et al., 2004). Senecac: North of Senegal (John
et al., 2004).

Laurencia minuscula Schnetter

Type locality: Puerto Lopez (Alta Guajira), Guajira Department,
Colombia.

Distribution: Tropical Northwestern Atlantic: CoLomsia: Guajira
(Schnetter, 1976). Cusa: Havana (Senties et al., 2010).

Laurencia minuta Vandermeulen, Garbary et Guiry

Type locality: Eilat, Israel.

Distribution: Lusitanian: Canary IsLanps: Tenerife (“faxa inqui-
renda” Haroun et al., 2002; John et al., 2004). Spain: Galicia
(Barbara et al., 2005).

Mediterranean Sea: Cvprus: Girne (Taskin et al., 2013). Spai:
Alicante (Gmez-Garreta et al., 2001). Greece: Zakynthos Is-
land (Tsikira & Haritonidis, 2005). ItaLv: Apulia, Gulf Taranto,
Norwesternltaly, and Sicily (Gomez-Garreta et al., 2001), Li-
nosa Island (Serio et al., 2006), and Tuscany (Rindi et al.,
2002). MaLta: Malta Island (Gomez-Garreta et al., 2001).

305



306

Laurencia natalensis Kylin

Type locality: Isipingo Beach, near Durban, South Africa

Distribution: South Africa: Pearly Beach to Agulhas (Stegenga
etal., 1997)

Laurencia nidifica J. Agardh

Type locality: Hawaiian Islands

Distribution: Gulf of Guinea: Ivory CoasT,GHANA, AND LiBERIA (John
etal., 2004).

Lusitania: Mapera ArcHiPELAGO: Deserta Grande [uncertain re-
cord (Neto et al., 2001)].

St. Helena and Ascension Islands: St. Heena (John et al., 2004).

West African Transition: Cape Veroe IsLanps (John et al., 2004).

Laurencia obtusa (Hudson) J. V. Lamouroux

Type locality: England.

Remarks: Cassano et al. (2012b) confirmed through molecu-
lar and morphological characters that records of L. obtusa
from Brazil correspond to L. dendroidea.

Distribution: Black Sea: BuLearia: Ahtopol area (Dimitrova-
Konaklieva, 1981). Romania;: Romanian Littoral (Caraus, 2012).
Turkev: Antalya, Dikili Gelibolu, Gokgeada Island, Izmir Bay,
Kirklareli, Korfezi, Mersin, and Zonguldak (Gomez-Garreta et
al., 2001; Taskin et al., 2008).

Gulf of Guinea: CAMEROON. EQUATORIAL GUINEAN: ANNOBON ISLAND.
GHaNA. Sao Tome AND PRiNcIPE. SiERRA LEONE (John et al., 2004).

Lusitania: Azores Isianps: Faial, Pico, Sao Miguel, Terceira,
and Santa Maria (Neto, 1994; Tittley & Neto, 1994). Canary
Istanps: El Hierro, Fuerteaventura, Gomera, Gran Canaria, La
Palma, Lanzarote Island, and Tenerife (John et al., 2004; Gil-
Rodriguez et al., 2012). Faance: Britanny (Feldmann,1954),
Guernsey (Senties & Fujii, 2002), Herault (Ben Maizet al.,
1988), and Normandia (Dixon, 1961; Dizerbo & Herpe, 2007).
Mapeira ArcHipiELaGo: Deserta Grande, Ilhéu de Fora, Madeira,
Porto Santo, Selvagem Grande, and Selvagem Pequena (John
et al., 2004). Sawvace Istanps (John et al., 2004). MAURITANIA
(John et al., 2004). PortueaL: Beira Litoral, Douro Litoral, and
Minho (Araujo et al, 2009). Sean: Asturias (Cires-Rodriguez
& Cuesta-Moliner, 2010), Basquecoast (Gorostiaga et al.,
2004), Cantabria (Martinez-Gil et al., 2007), Galicia (Barbara
et al., 2005; Pena & Barbara, 2008), and Vigo (Hamel, 1928).

Mediterranean Sea: ALgeria: Alger, Annaba, Bab El Oued, Bo-
loghine, El Marsa, Rais Hamidou, Sidi Fredj, Southwest of
Cap Bordj El Bahri, and Tipaza (Gémez-Garreta et al., 2001).
CroaTia; Istria Coast (Munda, 1979). Cverus: Dip Karpaz, Far-
magusta, Gazi Magusa, Girne, Karpasia, Kumyali, Korugaim,
Kyrenia, Liopetri, Salamis, and Yesilirmak (Taskin et al., 2013;
Tsiamis et al., 2014b). Eaver: Alexandria (Gomez-Garreta et
al., 2001). France: Corsica (Gomez-Garreta et al., 2001; Sales
& Ballesteros, 2010), Hyéres (Augier et al., 1971), Pyrenees
Orientales (Gomez-Garreta et al., 2001), and Var (Coppejans,
1972). Greece: lonan Islands (Tsikira & Haritonidis, 2005),
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Kleisova (Gomez.Garreta et al., 2001; Christia ef al., 2011),
Rhodos Island (Diapoulis et al., 1986), and Sporades du Nord
(Diannelidis, 1953). IsraeL: Habonim (Gomez-Garreta et al.,
2001). IraLy: Adriatic Sea (Furnari et al., 1999; Gomez-Gar-
reta et al., 2001), Gulf of Taranto (Cecere et al., 1996), Napoli
(Cinelli, 1971; Feoli & Bressan, 1972), Salerno (Edwards et
al., 1975), Sicilia (Serio et al., 2006; Gémez-Garreta et al.,
2001), Tuscany (Rindi et al., 2002), and Sardinia (Furnari et
al., 2003). Lisya: Bengazi-Sabri, Cyrenaica, Derna, and Tripoli
(Gémez-Garreta et al., 2001). MaLTa: Gozo Island (Cormaci et
al., 1997). Morocco: Cabo de Agua, Cabo Quilates, Cal Iris,
Cala Bonita, Cala Charranes, Cala Vifias, Cazaza, Chafarinas
Islands, Karia Arkemanne, Mar Chica, Playa del Quemado,
Punta Negri, Punta de Rostrogordo, and Sammar (Gémez-
Garreta et al., 2001). Sean: Andalusia (Conde et al., 1996;
Conde & Flores-Maya, 2000), Balearic Islands (Gomez-Ga-
rreta et al., 2001), Catalunya (Ballesteros, 1981; Rodriguez-
Prieto & Polo-Alberti, 1988, 1998), Murcia (Pérez-Ruzafa &
Honrubia, 1984; Pérez-Ruzafa, 1990), and Valencia (Barce-
lo & Seoane, 1982). Tunisia: Bahiret, Bechateur, Bizerte, Cap
Blanc, Cap Farina, Cap Serrat, Cathage, Djerba, El Bibane,
Gabés, Gammarth, Ghar El Khebir, Gulf of Gabés, lles Cani,
Kelibia, Kerkennah, Korba, Korbous, La Goulette, La Marsa,
Mer de Bou Grara, Monastir, Le Galiton, Raf Raf, Raouad, Ras
el Fartass, Salamb0, Sidi Bou Said, Sfax, Sidi Rais, Tabarka,
Zarzis, and Zembra (Gomez-Garreta et al., 2001).

Northern European Seas: Encianp: Sussex and Devon (Lipkin
& Silva, 2002). Ireann: Antrim (Morton, 1994), Clare (De Valéra
et al., 1979), Derry (Morton, 1994), Donegal (Morton, 2003),
Down (Morton, 1994), Cork, Dublin, Galway, Kerry, Leitrim,
Mayo, and Wexford (Guiry, 1978). Swepen (Athanasiadis, 1996).

Tropical Northwestern Atlantic: Baxawmas: Berry Island (Senties
& Fujii, 2002). Bareanos (Wynne et al., 2014). Beuze: Carrie
Bow Cay (Norris & Bucher, 1982) and Pelican Cays (Littler
& Littler, 1997). Bermuba: St. Georges Island (Senties & Fuijii,
2002; Taylor, 1960). Caicos IsLanp, CAymAN IsLanps, and CoLomBIA
(Taylor, 1960). Cusa: Havana City (Senties & Fujii, 2002), Ca-
mag(iey, Juventud Island, and Matanzas, and Villa Clara (Sua-
rez, 2005). Dominican RepusLic: Santo Domingo (Senties & Fuijii,
2002). GuapeLoure: Pointe de la Verdure (Fujii et al., 2006).
Jawmaica (Taylor, 1960). Marminiaue: Pointe des Salines and Ste.
Anne (Rodriguez-Prieto & Michanek, 1999). Mexico: Cam-
peche, Quintana Roo, and Tamaulipas (Ortega et al., 2001,
Senties & Fujii, 2002), Veracruz and Yucatan (Ortega et al.,
2001). NetHertanps AniLes: Bonaire and Curagao (Senties &
Fujii, 2002). Panama: Galeta Point (Senties & Fujii, 2002). Puer-
70 Rico: Guanica and Jaobos (Senties & Fujii, 2002). TRiNDAD
AnD Tosaco: Tobago (Taylor, 1960; Senties & Fuijii, 2002). USA:
Florida (Littler et al., 2008). VenezueLa: Aves Island, Cabagua,
Margarita Island, and Pelona Island (Taylor, 1960; Senties &
Fuijii, 2002; Fuijii et al., 2006). Virain Isanps (Taylor, 1960).

Warm Temperature Northwestern Atlantic: USA: Texas
(Wynne, 2008).

West African Transition: Cape VEroe ArcHiPELAGO (John et al.,
2004). Gaveia (John et al., 2004). SenecaL: North Senegal (John
etal., 2004).
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Laurencia oliveirana Yoneshigue

Type locality: Ponta da Cabega, Cabo Frio, Rio de Janeiro State,
Brazil.

Distribution: Tropical Southwestern Atlantic: BraziL: Rio de
Janeiro (Fujii et al., 2012) and Bahia (Fujii & Senties, 2005).

Warm Temperate Southwestern Atlantic: Brazi: Rio Grande
do Sul and Sdo Paulo (Fujii & Senties, 2005).

Laurencia pyramidalis Bory ex Kiitzing
Type locality: Granville, Normandy, France.

Distribution: Lusitania: Azores: Pico, Santa Maria, and Sao
Miguel (Machin-Sanchez et al., 2014). Canary IsLanps: Fuer-
teventura, La Gomera, Lanzarote, and Tenerife (Machin-San-
chez et al., 2014). France: Finistére (Bouxin & Dizerbo, 1971)
and Normandy (Machin-Sanchez et al., 2014). Mabera ARcHI-
PELAGO: Ponta de Sdo Jorge-Casi, Porto Moniz-Piscinas, and
Seixal-Praia da Laje (Machin-Sanchez et al., 2014). PortueaL:
Minho (Araujo et al., 2009). Spa: Asturias (Cires-Rodriguez &
Cuesta-Moliner, 2010; Diaz et al., 2008), BasqueCoast (Go-
rostiaga et al., 2004), Cantabria (Martinez-Gil et al., 2007),
Galicia (Barbara et al., 2005) and Sisargas Island (Veiga et
al., 1998).

Mediterranean Sea: Cvprus: Dip Karpaz and Gazi Magusa
(Taskin et al.,2013). IraLy: Adriatic Sea (Furnari et al., 1999)
and Sardinia Island (Serio et al., 2004). Sean: Andalusia (Con-
de et al., 1996), Catalunya (Ballesteros, 1981), and Murcia
(Pérez-Ruzafa & Honrubia, 1984).

Nothern European Seas: Great Briran and Iretanp (Hardy &
Guiry, 2003).

Laurencia tenera C. K. Tseng
Type locality: Shek-0, Hong Kong.

Distribution: Gulf of Guinea: Ivory coast, GHANA, LIBERIA, SIERRA
Leone, and Toeo (John et al., 2004).

West African Transition: Cape VerpE IsLanDs, GAMBIA, MAURITANIA,
and SenecAL (John et al., 2004).

St Helena and Ascension Islands: St. Hetena (John et al.,
2004).

Laurencia translucida M. T. Fujii et Cordeiro-Marino

Type locality: Padres beach, Aracruz, Espirito Santo State,
Brazil.

Distribution: Warm Temperate Southwesern Atlantic: BraziL:
Séo Paulo (Creed et al., 2010).

Tropical Southwestern Atlantic: BraziL: Bahia, Ceara, and Per-
nambuco Espirito Santo (Fujii ef al., 2006), Rio de Janeiro
(Creed et al., 2010).

Laurencia venusta Yamada

Type locality: Koshiki-jima, Kagoshima Prefecture and Goto-
retto, Nagasaki Prefecture, Japan.
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Distribution: Tropical Northwestern Atlantic: México: Quintana
Roo (Senties & Fujii, 2002).

Tropical Southwestern Atlantic: Brazi: Espirito Santo (Fujii &
Senties, 2005).

Laurencia viridis Gil-Rodriguez et Haroun

Type locality: Canary Isands: Tenerife: Punta Hidalgo-Baja
Negra.

Distribution: West African Transition: Cape VERpE IsLanps (John
etal., 2004).

Macaronesian Archipelago. Azores: Santa Maria (Machin-
Sanchez et al., 2014). Canary IsLanps: El Hierro, Fuerteventura,
Gran Canaria, La Gomera, La Palma, Lanzarote, and Tenerife
(John et al., 2004; Gil-Rodriguez et al., 2012; Machin-San-
chez et al., 2014). Mapeira ArcripeLaco: llhéu de Fora, Ponta de
Sao Jorge, Porto Santo, and Salvagem Pequena (John et al.,
2004; Machin-Sanchez et al., 2014).

Species inquirenda
Laurencia alsidiiformis Zanardini ex Fraudenfeld
Type locality: Spalato, Dalmatian coast.
Laurencia alsidioides P. L. Crouan et H.M. Crouan
Type locality: |. Guadeloupe, Caribbean Sea.
Laurencia botryocephala Kiitzing
Type locality:“Ad Caput Bonae Spei” Cape of Good Hope.
Laurencia canariensis Montagne ex Kiitzing

Remarks: Gil Rodriguez et al. (2012) suggested that it should
be considered an uncertain species. According to John et al.
(1994), L. canariensis and L. caespitosa are synonyms of 0s-
mundea hybrida (De Candolle) K. W. Nam.

Type locality: Canary Islands.
Laurencia moriformis Kiitzing

Type locality: Cape of Good Hope.
Laurencia trifaria Kiitzing

Type locality: Cape of Good Hope.

PAE Analysis. The area cladogram obtained had the following parame-
ters: Length = 28, Consistency Index=0.85 and Retention Index=0.88.
The strict consensus tree of the 3 equally parsimonious trees is pre-
sented (Fig. 2). Cladogram topology suggests four areas of endemism:
South Africa (AghB) with four restricted species, Brazil (EB, NEB, and
SEB) with four restricted species, Northeastern Atlantic (WMe, SEAS,
LevS, and AdS) with three restricted species, and Gulf of Guinea (SHAI,
GGU, CV, GGW, and GGC) with four restricted species (Fig. 3). Some
of these species, however, are also distributed in the Indo-Pacific (see
Table 1). In addition, we have defined three categories of areas: partial
congruence (areas with partial congruence between the areas of distri-
bution) composed by GA, ECa, WCa, and SCa (Fig. 2), secondary areas
(area with an endemic species, Ippi & Flores, 2001) and widespread
species (Table 1).
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Figure 2. Areas of endemism defined in the PAE analysis. 1) Northwestern At-
lantic, 2) South Africa, 3) Gulf of Guinea, and 4) Brazil. The black dots represent
restricted species or synapomorphies and the white dots represent homoplasies.
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DISCUSSION

The nomenclature from genus to species, valid names, and taxonomic
synonyms of Laurencia are a fundamental part of the checklist here
proposed and a topic of continuing discussion among taxonomists.
Checklists allow for the documentation of species distributions, the
biodiversity within certain areas, and offer the possibility of using this
information to carry out a biogeographical analysis; thus, considering
the taxonomic remarks, uncertain records, reports of invasion, and in-
troduction of species allows us to obtain biogeographical natural pat-
terns or approximate reality. Taxonomic validity of the records and the
recognition of the distribution limits of the species area are essential
requirements in biogeographic works (Morrone, 2013). In turn, areas of
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endemism and secondary areas can be defined, and widespread spe-
cies identified.

0On endemism. Areas of endemism (non-endemic species) are defined
as the sympatric distribution congruence of two or more taxa belon-
ging to a given category (e.g., order, family, genus or species) (Morrone,
2013). However, when we take Laurencia, the Caribbean Sea is defined
by partial congruence in the distribution of two or more species (group
GA, ECa, WCa, and SCa; see Fig. 2). Endemic species inhabit this region,
such as L. laurahuertana in the western Caribbean, L. foldatsii in the
southern Caribbean, L. chondrioides, and L. minuscula in the Caribbean
Sea in general, but their distributional congruence is not total, and the
PAE analysis does not define this area for two or more synapormor-
phies. Furthermore, the Caribbean Sea is the Atlantic biotic area with
the highest species richness of Laurencia (13 spp). This biogeographic
pattern is also shared by the distributional diversity of several unrelated
taxa, such as coastal fishes, mangroves, coral reefs, and seagrasses in
the Atlantic Ocean (Tittensor et al., 2010).

According to Tapia-Silva et al. (2015), a mathematical analysis
of the geographic distribution of the macroalgal species richness can
reveal high diversity spots that, in the case of macroalgae, coincide
well with the major distribution of the great marine environments in the
area (mangroves, coral reefs and seagrasses): the Mexican Caribbean
barrier reef, the Veracruz reef system, and the Alacran reef system at
Puerto Progreso, Yucatan (Vilchis et al., in press). Studies have shown
higher macroalgal diversity in the Indo-Pacific area than in the Atlan-
tic (Kerswell, 2006), and when comparing worldwide Laurencia data
(Tapia et al., 2015) this pattern is confirmed. Areas of endemism in
the south Atlantic were also found in Brazil, Gulf of Guinea, and South
Africa, which are also reported to contain endemic species (Brown &
Lomolino, 1998); furthermore, it was found that the Gondwana breakup
is the geological process that explains this endemism.

Other areas such as the Northwestern Atlantic, Europe, and the Ca-
ribbean Sea share Laurencia species with other regions (i.e., the Indo-
Pacific), and the influence of vicariance events such as the closing of
Isthmus of Panama and the final closure of the Tethys seaway in the
Eastern Atlantic (Cowman & Bellwood, 2013) has not been studied.

Secondary areas. These areas are defined by the presence of one en-
demic species. When this happens, for example, in the Macaronesian
Archipelago with L. viridis, the area is inhabited mostly by species that
are also distributed in other places (9 spp.), and the number of endemic
species is smaller compared to the defined areas of endemism. In the
Macaronesian Archipelago, the phycofloristic composition reveals ele-
ments in common with the littoral of continental Europe and the North
of Africa (Haroun and Prud’Homme van Reine, 1993; Tuya & Haroun,
2009).This is because the geological origin of the Macaronesian islands
dates to the early Miocene (20 my) (Brown & Lomolino, 1998), allowing
the colonization of species from other areas. Thus, this region is a spe-
cial biotic area that could be researched using an island-biogeography
approach.

Widespread species. The genus Laurencia in the Atlantic Ocean ex-
tends from the coast of Ireland to South Africa, including the Medite-
rranean Sea and Black Sea; in the western Atlantic, the genus extends
from North Carolina, USA, to southern Brazil. Seventeen of these spe-
cies are also distributed in the Indo-Pacific, of which five are widely
distributed in the Atlantic Ocean.
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Table 1. Categories of areas defined for Laurencia in the Atlantic Ocean.
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Categories Defined Area

Species

Areas of Endemism  Atlantic Northeastern Ocean
Brazil
Gulf of Guinea
South Africa

Partial Congruence  Caribbean Sea

L. coronopus, L. minuta*, L. pyramidalis*.

L. aldingensis*, L. catarinensis*, L. oliveirana, L. translucida.

L. brachyclados*, L. galtsoffii*, L. nidifica*, L. tenera*.

L. corymbosa®, L. flexuosa, L. griseaviolacea, L. natalensis*

L. chondrioides, L. epiphylla, L. foldatsii, L. laurahuertana, L. minuscula*

L. caraibica*, L. decumbens*, L venusta*

Secondary Areas Macaronesian Islands L. viridis
American Atlantic
Amphi-Atlantic Northern Atlantic L. microcladia* *

Widespread in the Atlantic Ocean

L. brongniartii*, L. caduciramulosa™*, L. dendroidea**, L. intricata*, L. obtusa**

*Species also distributed in the Indo-Pacific. *Species also distributed in the Macaronesian Archipelago.

NORTHEASTERN
ATLANTIC

BRAZIL

Ca>

GULF OF GUINEA

SOUTH AFRICA

Figure 3. Map of the areas of endemism of Laurencia in the Atlantic Ocean.

Recent phylogenetic studies have been useful in detecting misi-
dentifications in the Atlantic, especially in records from Macaronesia,
Brazil, and the Mexican Caribbean, although only nine widespread spe-
cies of Laurencia in the Atlantic have a molecular characterization in
these places. The use of the molecular-phylogenetic approach on these
species in the Atlantic Ocean should allow us to identify new linea-
ges over a wide distribution range, as has happened with other groups
of red algae (Skage et al., 2005; Nufiez-Resendiz et al., 2015), and
achieve a much better understanding of the historical biogeography of
Laurencia in the Atlantic Ocean.

According to Miranda and Marques (2011), the two principal obsta-
cles in the biogeographical works are (1) the reliability of species iden-
tifications and the consequent uncertainty of the presence of species
in a given area, and (2) the difficulty in producing reliable cladograms
from phylogenies.
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In conclusion, it has been possible to establish a biogeographic pat-
tern in Laurencia from the definition of areas of endemism and partial
and secondary areas. This pattern has been linked to geological events
that occurred in the past. Therefore, the recognition of new species
from systematics studies and the clarification of taxonomic problems
will allow researchers to continue developing a biogeographic hypothe-
sis for the genus in the Atlantic Ocean.
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RESUMEN

Antecedentes. Meristotheca cylindrica es un alga roja distribuida en las costas de Campeche, comtinmente mal identifi-
cada por el espectro de variacion morfoldgica que exhibe en sus poblaciones. Objetivos. Se propuso evaluar la variacion
genética y su relacion con la variacion morfoldgica en las poblaciones de M. cylindrica, describir la posible estructura
genética y su distribucion haplotipica asi como determinar posibles eventos de especiacion. Métodos. Para 45 individuos
de M. cylindrica, procedentes de cinco poblaciones de Campeche, se amplificaron via PCR las regiones espaciadoras de
RuBisCo y de cox2-3 con la finalidad de estimar medidas de diversidad, distancia y estructura genética. Adicionalmente,
se realizaron andlisis filogenéticos considerando secuencias de especies de la familia Solieriaceae provenientes del
GenBank. A partir de 10 especimenes de herbario, se realizd un analisis multiple de varianza considerando 30 caracteres
morfoldgicos. Resultados. La region espaciadora de RuBisCo revel6 cuatro haplotipos interconectados (R1-R4), asi como
parametros moderados de diversidad genética (Hd= 0.46458, n= 0.00785). El analisis filogenético mostré un unico
grupo monofilético que incluyo a todos los haplotipos. La region espaciadora de cox2-3 expuso nueve haplotipos (C1-C9)
estructurados en los grupos Gl y Gll, asi como parametros elevados de diversidad, diferenciacion y distancia genética
(Hd=0.81, m =0.06476; ®,, F.>0.35; >10% de diferencias). El analisis filogenético evidencio dos grupos monofiléticos
congruentes con Gl y Gll, mientras que el analisis de varianza mostré homogeneidad morfolégica entre las poblaciones.
Conclusiones. Se sugiere un evento de especiacion en curso para M. cylindrica.

Palabras clave: Diversidad genética, estructura genética, espaciador cox2-3, espaciador RuBisCo, haplotipos.

ABSTRACT

Background. Meristotheca cylindrica is a red alga distributed in the Campeche coast, usually misidentified by the mor-
phological variation spectrum exhibited in its populations. Objectives. We proposed to evaluate the genetic variation and
its relationship with morphological variation in M. cylindrica populations, to describe the possible genetic structure and its
haplotypic distribution and to determine possible speciation events. Methods. We measured genetic variation, distances
and structure of 45 individuals of M. cylindrica from five populations of Campeche, using DNA sequences of the spacer
regions of RuBisCo and cox2-3. Additionally, phylogenetic analyses were performed considering sequences of Solieria-
ceae species available in the GenBank. A statistical analysis covering 30 morphological characters was performed on 10
herbarium specimens. Results. The RuBisCo spacer region revealed four interconnected haplotypes (R1-R4), as well as
moderated genetic diversity parameters (Hd= 0.46458, m= 0.00785). Phylogenetic analysis showed a single monophyle-
tic group that included all haplotypes. The cox2-3 spacer region revealed nine haplotypes (C1-C9) structured in the Gl and
Gl groups, as well as elevated parameters of genetic diversity, distances and differentiation (Hd = 0.81, m = 0.06476;
>10% of differences; @, and F.> 0.35). Phylogenetic analysis showed two monophyletic groups congruent with Gl
and Gll. Analysis of variance showed morphological homogeneity among populations. Gonclusions. Findings suggest a
speciation event is currently occurring in M. cylindrica.

Key words: cox2-3 spacer, genetic structure, genetic diversity, haplotypes, RuBisCo spacer.
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INTRODUCCION

La diversidad genética es el componente fundamental detras de
la diversidad bioldgica, por lo que su estudio provee importantes pis-
tas acerca de los mecanismos que moldean la variacion genética, sus
patrones, niveles e historia evolutiva de un taxdn (Conklin et al. 2014;
Guillemin et al. 2014; Muangmai et al. 2015; Nufez-Resendiz et al.
2016). En estudios microevolutivos de indole filogeografica y de genéti-
ca de poblaciones se han empleado distintos marcadores moleculares
para la evaluacion de la diversidad genética de especies con poca o
alta plasticidad fenotipica (Graur & Li 2000; West-Eberhard 2003). Tales
marcadores moleculares incluyen regiones mitocondriales como COI
(Yang et al. 2008, 2015; Yow et al. 2011, 2013; Muangmai et al. 2015),
la region espaciadora cox2-3 (Destombe et al. 2010; Pareek et al. 2010;
Garcia-Rodriguez et al. 2013; Nufiez-Resendiz et al. 2015); marcadores
cloroplastidiales como la region espaciadora de la RuBisCo (Guillemin
et al. 2008; Nufiez-Resendiz et al. 2015, 2016; Zuccarello et al. 2005);
o marcadores nucleares como la region ITS (Goff et al. 1994). El empleo
de estos marcadores, en combinacion con estudios de morfologia, ha
proporcionado evidencias solidas para la resolucion de conflictos de
identificacion erronea de especies, el hallazgo de nuevas especies 0
la solucion de complejos de especies cripticas (Muangmai et al. 2015,
Nufez-Resendiz et al. 2016, 2017).

Por la diversidad de habitats que contiene, la peninsula de Yucatan
representa una region propicia para el establecimiento de diferentes
comunidades marinas, tales como arrecifes coralinos, pastos marinos,
manglares y macroalgas bentonicas (Dreckmann & Senties 2013). Den-
tro de las comunidades algales destaca la division Rhodophyta, de la
cual Solieriaceae es una de las familias mas conspicuas y economi-
camente importantes (Freile-Pelegrin & Robledo 2006, 2008; Freile-
Pelegrin et al. 2006).

Meristotheca cylindrica M. L. Nufiez-Resendiz, Dreckmann & Sen-
ties es un alga roja de la familia Solieriaceae, recientemente descrita a
partir de especimenes recolectados a lo largo de la costa de Campeche
(Nufez-Resendiz et al. 2017). Se diferencia del resto de las especies del
género por poseer un talo cilindrico, el cual se conforma por mdltiples
ejes principales, cartilaginosos, de 5-30 cm de longitud y 1-5 mm de
grosor. Se han descrito talos altamente ramificados (4, 5 0 mas veces)
asi como poco ramificados segun lo registrado por Nufiez-Resendiz et
al. (2017). Al igual que otras especies del género, posee tetrasporan-
gios elipsoidales y zonados que se desarrollan en las capas corticales,
y cistocarpos elipsoidales inmersos formados en proliferaciones margi-
nales (Faye et al. 2004, 2005, 2007, 2008). Anatdmicamente posee una
médula filamentosa y una corteza pesudoparenquimatosa, con células
de 50-60 pum de longitud y 18-25 pm en diametro (NGfiez-Resendiz et
al. 2017). Como miembro de Solieriaceae, familia que posee el ma-
yor intervalo de diversidad estructural de carragenanos (Chiovitti et al.
2001; Watt et al. 2003), y dada su abundancia en las costas del estado
de Campeche, M. cylindrica constituye un recurso econdémico poten-
cialmente redituable que no se explota en México (Nufiez-Resendiz et
al. 2017).

Debido a la particularidad del talo cilindrico de M. cylindrica, en
la peninsula de Yucatan esta especie se registrd previamente como
Eucheuma isiforme (C. Agardh) J. Agardh (Callejas et al. 2005), otra
especie cilindrica de Solieriaceae fenotipicamente plastica con quien
comparte su intervalo de distribucion (Ndfiez-Resendiz et al. 2017, Zuc-
carello et al. 2006).
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Con base en lo anterior, se establecieron cuatro objetivos en el pre-
sente estudio: 1) determinar la variacion genética y morfologica dentro
y entre las poblaciones de M. cylindrica; 2) determinar la estructura
genética; 3) determinar la distribucion haplotipica en las localidades
muestreadas en Campeche, y finalmente 4) evaluar si ocurre un evento
de especiacion entre las poblaciones de M. cylindrica. Se considera
relevante la realizacion del presente estudio por la importancia econd-
mica y el espectro morfoldgico presente en M. cylindrica que la hace
confundible con otras especies de Solieriaceae.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron 45 individuos de Meristotheca cylindrica pertenecien-
tes a cinco poblaciones, en cinco localidades del litoral de Campeche,
en la peninsula de Yucatan (Tabla 1), a una profundidad de entre 1y 1.5
m. Bajo el microscopio estereoscopico, se removieron los epibiontes
de cada individuo y un fragmento de las porciones apicales de las ra-
mas (~3 cm) se preservo en silica gel hasta la posterior extraccion de
DNA. El resto fue montado en papel de herbario, numerado e integrado
a la coleccion de algas del Herbario Metropolitano (UAMIZ). Todas las
muestras fueron designadas con un nimero de campo y se afiadieron
a una hoja de herbario con su respectivo niimero de voucher (Tabla 1).

La extraccion de DNA se realizd a partir de 5-10 mg de tejido seco
con la utilizacion del kit de extraccion de Qiagen, DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Valencia, California USA) segun la técnica descrita por el
fabricante, con modificaciones menores al afiadir una centrifugacion
por 1 minuto a 8000 rpm después de agregar por segunda vez el buffer
AW2, y un aumento en el tiempo de incubacion con buffer AE de 5 a
30 minutos.

La amplificacion via PCR se realizd con el kit Tag PCR Core Kit
(Qiagen) y cebadores especificos segun la region de cada genoma por
amplificar. El marcador molecular cloroplastico, la region espaciadora
de la RuBisCo (rbc spacer), se amplificd con los cebadores spacer-F y
spacer-R descritos en Maggs et al. (1992). Por otro lado, el espaciador
de cox2-3 se amplificé utilizando los oligonucledtidos cox2-for y cox3-
rev (Zuccarello et al. 1999). El volumen total de PCR por muestra fue de
25 L con los siguientes reactivos: 2.5 pL de buffer de PCR 10X, 1 uL de
primer forward 10pM, 1 pL de primer reverse 10uM, 0.5 pL de solucion
de dNTPs (10mM por cada uno), 0.5 pL de BSA, 1 uL de MgCl, 25mM,
0.125 pL de Taq polimerasa 5U/pL, 17.375 pL de agua desionizada y 1
uL de DNA gendmico. Las condiciones de PCR fueron las descritas por
Nufez-Resendiz et al. (2015). La amplificacion via PCR se comprobo
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y los produc-
tos de PCR se purificaron con el kit QlAquick Purification Kit (Qiagen).
Las muestras amplificadas se enviaron a Macrogen Korea (10F, 254
Beotkkot-ro, Geumcheon-gu, Sedl, 08511, Republica de Corea), donde
se utilizo el kit de secuenciacion BigDye en un secuenciador ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Princeton, NJ, EE. UU.).

Las secuencias obtenidas se organizaron en una matriz, se edita-
ron y alinearon mediante el algoritmo ClustalW (Thompson et al. 1994)
con el programa Bioedit (Hall 1999). La busqueda del modelo dptimo
de evolucion de DNA se implementé mediante jModelTest v. 2.1.6 con
el criterio de informacion Akaike (AIC) (Darriba et al. 2012, Guindon &
Gascuel 2003). EI modelo elegido para ambos conjuntos de secuencias
fue el GTR G+l (general time reversible + distribucion gamma + sitios
invariables), el cual se utiliz6 en los andlisis filogenéticos posteriores.

Hidrobiol6gica



Variacion genética en Meristotheca cylindrica

Tabla 1. Muestras y especimenes de Meristotheca cylindrica procedentes de las costas de Campeche. Se describen los datos de localidad, coor-
denadas geograficas y nimeros de campo y herbario (UAMIZ= Herbario de la Universidad Auténoma Metropolitana). Se indica el haplotipo al que
pertenecen las muestras para ambas regiones genéticas; para el caso de la region espaciadora cox2-3, Gl y Gll corresponden con la estructura

genética revelada por este marcador (ver texto).

Localidad Coordenadas GPS Namero de Herbario Clave de campo RuBisCo cox2-3
Isla Aguada (IA) 18°50’00”N, 91°26'51”0 UAMIZ-1239 IA:3-10 R1 Gl Ct
IA:1-1 R2 Gl C2
1A:1-3 R2 Gl C3
IA:3-9 R1 Gl Ct
1A:3-12 R1 Gl C1
IA:3-11 R1 Gl Ct
1A:2-6 R1 Gl C1
1A:2-7 R1 Gl C4
IA:2-5 R1 Gl C5
1A:2-8 R1 Gl C1
Sabancuy (S) 18°59'39”N, 91°11°06”0 UAMIZ-1246 S:5-17 R1 Gl C8
S:2-6 R1 Gl C1
S:3-9 R1 Gl Ct
S:1-4 R2 Gl G2
S:1-3 - Gl C2
S:5-18 R1 Gl Ct
S:H29 R1
S:2-8 R1 Gl C9
S:1-1 R2 Gl G2
S:2-7 - Gl C1
S:2-5 R1 Gl Ct
Punta Xen (PX) 19°8'21”N, 91°57°49”"0 UAMIZ-1252 PX:1-13 R2 - -
PX:1-2 - Gl Cé
PX:2-4 R1 Gl C1
PX:1-1 R2 Gl C7
PX:1-14 R1 Gl C7
PX:1-15 R1 Gl C7
PX:1-16 R1 Gl C7
PX:H10 R1 - -
PX:H21 R1 - -
PX:H22 R1 - -
Bahia de Tortuga (BT) 19°21’35”N, UAMIZ-1249 BT:92-12 R3 Gl C2
90°42'35”0 BT:92-16 R2 Gl C2
BT:92-13 R2 Gl C2
BT:92-15 R2 Gl C2
BT:93-1 R2 Gl C2
BT:93-2 R2 Gl C2
Playa Bonita (PB) 18°59’39"N, UAMIZ-970 PB:H6 R1 - -
91°11°06”0 PB:H70 R4 - -
PB:H5 R1 - -
PB:H42 R1 Gl C5
PB:H49 R1 Gl C5
PB:H51 R1 Gl C4
PB:H52 R1 Gl C4
PB:H53 R1 Gl C4
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Las siguientes medidas de diversidad genética se estimaron con el
programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2009): nimero de sitios segre-
gantes (S), nimero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (Hd), diver-
sidad nucleotidica () y sitios segregantes por cada marcador molecu-
lar, asi como los estimados de flujo génico (Nm) e indice de fijacion (F;)
segun Hudson, Slatkin & Maddison (1992). Con la finalidad de observar
la diferenciacion genética, se realizo un andlisis de varianza molecu-
lar (AMOVA) para cada marcador mediante GenAlEx v.6.503 (Peakall &
Smouse 2006, 2012); de igual manera, se obtuvieron los valores de @,
segun Peakall et al. (1995), analogos de F.

T

La evaluacion de las relaciones haplotipicas se estimo por medio
de la construccion de redes de parsimonia estadistica con TCS v.1.21
(Clement et al. 2000). Una secuencia representativa de cada haplotipo,
por ambos marcadores moleculares, fue depositada en la base de da-
tos del GenBank.

Los andlisis filogenéticos de inferencia bayesiana (IB) y maxima
verosimilitud (ML) se realizaron con el programa TOPALi v. 2.5 (Milne
et al. 2004): la inferencia bayesiana mediante Mr. Bayes (Huelsenbeck
& Ronquist 2001), con una frecuencia de muestreo de cada 100 ge-
neraciones durante 1x10¢ generaciones y burn-in del 25%. Asimismo,
la maxima verosimilitud se determind via RaxML (Stamatakis 2014);
se utilizd un bootstrap con 1000 réplicas para el calculo de soporte
de ramas. El grupo externo seleccionado para ambos marcadores fue
Hydropuntia cornea Montagne. Se estimaron distancias genéticas no
corregidas (p-distances) en MEGA v. 6 (Tamura et al. 2013).

El analisis morfoldgico se realiz6 a partir de caracteres anatémicos
apreciados en 10 ejemplares de herbario pertenecientes a las pobla-
ciones trabajadas molecularmente. Para ello, se realizaron manual-
mente cortes transversales observados con la ayuda del microscopio
optico Leica DMLB. Las muestras se dividieron en dos grupos segun la
ramificacion presentada: 1) patron de ramificacion sélo alterna, poco
ramificado (2 o0 3 veces); 2) patron de ramificacion alterna-opuesta, al-
tamente ramificado (x>4). Se construyé una matriz con la cuantificacion
de los siguientes caracteres: nimero de capas corticales, nimero de
filamentos medulares, diametro de la médula (largo y ancho), diametro
del talo (largo y ancho) y diametro de las células de ambas cortezas
(interna y externa, largo y ancho de cada una) en tres partes del talo
(apical, media y basal), lo que constituye un total de 30 caracteres.
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Dicha matriz se sometié a un analisis multiple de varianza en STATIS-
TICA 8.0.360 (StatSoft Inc. 2007) con el fin de determinar diferencias
significativas entre los grupos independientes (1 y 2) a partir de las
variables dependientes consideradas (cuantificacion de los caracteres
en las tres partes del talo).

RESULTADOS

Region espaciadora de RuBisCo. El set de datos consistio en 42
secuencias con 185 pares de bases (pb) de longitud para el analisis
poblacional; el andlisis filogenético incluyé muestras de especies de
la familia Solieriaceae obtenidas de GenBank, con Hydropuntia cornea
como grupo externo, por lo que el conjunto de datos abarcé 53 secuen-
cias en total.

Se calcularon las medidas de diversidad y diferenciacion genética
para este marcador (Tablas 2 y 3), las cuales mostraron en general siete
sitios segregantes (Tabla 4), una moderada diversidad haplotipica (Ho=
0.46458) y una diversidad nucleotidica (m = 0.00785). Las poblacio-
nes con la mayor diversidad haplotipica fueron Sabancuy y Punta Xen,
ambas con la misma diversidad haplotipica (Hd=0.38889) asi como
diversidad nucleotidica (m= 0.006344) (Tabla 2). Por el contrario, la po-
blacién con menor variacion fue Playa Bonita con valores de Ho=0.25
y 1=0.00272 (Tabla 2).

En cuanto a los indices de diferenciacion, se obtuvieron valores de
Nm=0.55 y de F,=0.47420. El AMOVA arroj6 un indice de ®,,=0.268
y un valor de Nm=1.367, con un 27% de la varianza explicada por las
diferencias del marcador cloroplastico entre las poblaciones, en tanto
que un 73% de la varianza explicada por la variacion al interior de las
mismas (Tabla 3).

Respecto a las relaciones haplotipicas, la red de parsimonia esta-
distica reveld cuatro haplotipos interconectados: R1, R2, R3 y R4 (Fig. 1
y Tabla 1). El haplotipo que agrup6 al mayor namero de individuos fue
R1 (n=29), seguido por el haplotipo R2 (n=11) y finalmente los haplo-
tipos con menor nimero de individuos, R3 y R4 (ambos con n=1). El
haplotipo R1 (designado por el programa como el posible haplotipo an-
cestral) estuvo separado de R2 por cuatro pasos mutacionales y este, a
su vez, estuvo separado de R3 por seis pasos mutacionales; en cuanto
a R4, solo se separo por dos pasos mutacionales (Fig. 1).

Tabla 2. Medidas de diversidad genética para las poblaciones de Meristotheca cylindrica, basadas en las regiones espaciadoras de RuBisCo y

cox2-3.
Espaciador de RuBisCo Espaciador de cox2-3
Localidad Nimero de s h Hd . Nimero de b Hd .
secuencias secuencias
IA 10 3 2 0.35556 0.0058 10 31 5 0.6667 0.053
PX 9 3 2 0.38889 0.00634 6 32 3 0.6 0.0546
PB 8 2 2 0.25 0.00272 5 7 2 0.6 0.02
S 9 3 2 0.38889 0.00634 10 30 4 0.7 0.06476
BT 6 2 2 0.3 0.00362 6 0 1 0 0
Total 42 7 4 0.46458 0.00785 37 34 9 0.81081 0.07285

S = sitios segregantes, h = niimero de haplotipos, Hd = diversidad haplotipica, m = diversidad nucleotidica. IA = Isla Aguada, PX = Punta Xen, PB = Playa Bonita, S =

Sabancuy, BT = Bahia de Tortuga, Total = indice general de todas las poblaciones.
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Tabla 3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para ambos marcadores en las cinco poblaciones de Meristotheca cylindrica.

Espaciador de RuBisCo Espaciador de cox2-3
Fuente
de variacion Gradosde  Sumade  Componente de Porcentajede Gradosde  Sumade  Componente de Porcentaje de
libertad cuadrados la varianza la variacion libertad cuadrados la varianza la variacion

Entre poblaciones 4 3.104 0.776 27% 4 5.695 0.158 36%
Al interior de 37 7.086 0.192 73% 32 8.900 0.278 64%
poblaciones

@, =0.268 @, =0.363

Nm=1.367 Nm=0.879

Respecto de su distribucion geografica (Fig. 2), el haplotipo R1 es-
tuvo presente en todas las localidades muestreadas, R2 se present6 en
todas las localidades exceptuando Playa Bonita y los haplotipos R3 y
R4 se restringieron a Bahia de Tortuga y Playa Bonita, respectivamente.
En todas las poblaciones se presentd el mismo nimero de haplotipos
(2) (Fig. 2).

En cuanto al analisis filogenético, las muestras correspondientes a
cuatro haplotipos de M. cylindrica se agruparon en un solo clado sopor-
tado por una probabilidad posterior bayesiana y bootstrap de 0.97/90,
respectivamente. En su interior, se ubicé un grupo conformado por las
muestras de los haplotipos R2 y R3, soportado por valores de 1.0/96
(probabilidad posterior bayesiana y bootstrap, respectivamente) (Fig. 3).

Los porcentajes de distancia genética al interior de M. cylindrica
con el espaciador de RuBisCo fueron: maxima de 4.3% (entre R3-R4)

y minima de 1.1% (entre R3-R2 y R4-R1); el promedio de distancia
genética con este marcador fue de 2.5%.

Espaciador de cox2-3. El set de datos consistio en 37 secuencias con
210 pb de longitud para el andlisis poblacional; el analisis filogenético
incluyé muestras de especies de la familia Solieriaceae obtenidas de
GenBank, con Hydropuntia cornea como grupo externo, por lo que el
conjunto de datos abarcé 46 secuencias en total.

Las medidas de diversidad genética y diferenciacion calculadas
(Tablas 2 y 3), mostraron en general 34 sitios segregantes (Tabla 5),
una alta diversidad haplotipica general (Hd=0.81081) y una diversidad
nucleotidica (m =0.07285). La poblacion con la mayor diversidad haplo-
tipica (Hd=0.71) y diversidad nucleotidica (m=0.06476) fue Sabancuy.
Por el contrario, la poblacion con menor variacion fue Bahia de Tortuga
ya que presentd solo un haplotipo (Ha=0 y m=0) (Tabla 2).

R1
n=29

GRUPO | (GI)

GRUPO I (GlI)

Figura 1. Redes de parsimonia estadistica de las regiones espaciadoras de RuBisCo (A) y de cox2-3 (B) de Meristotheca cylindrica. Para la region espaciadora de
cox2-3, los dos grupos genéticos encontrados se indican como Gl y Gll. Para ambas redes, los rectangulos corresponden con el posible haplotipo ancestral; las lineas
sencillas indican un paso mutacional; los circulos negros indican haplotipos extintos 0 no muestreados; n = nimero de individuos con el mismo haplotipo.
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Espaciador cox2-3 Espaciador cox2-3
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Cc9
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México
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(S)

Océano
Pacifico
México
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5) Playa Bonita
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Figura 2. Distribucion haplotipica de las regiones espaciadoras de RuBisCo (derecha) y de cox2-3 (izquierda) para Meristotheca cylindrica de Campeche. Las loca-
lidades estan indicadas en el mapa con niimero (1-5) y la clave de localidad se indica entre paréntesis (ver coordenadas GPS en Tabla 1). n= nimero de individuos
pertenecientes a cada haplotipo por poblacion (modificado de Nufiez-Reséndiz et al. 2017).

En cuanto a los indices de diferenciacion, se obtuvieron valores de
Nm=0.45 y de F,=0.52855. E AMOVA arrojo un indice de ®,,=0.363
y un valor de Nm=0.879, con un 36% de la varianza explicada por las
diferencias del marcador mitocondrial entre las poblaciones, en tanto
que un 64% de la varianza explicada por la variacion al interior de las
mismas (Tabla 3).

Respecto al analisis de haplotipos, la red de parsimonia estadistica
reveld nueve haplotipos agrupados en dos redes, que correspondieron
con dos grupos genéticamente diferenciados (Gl y Gll) con una estruc-
turacion total. La primera red (Gl) estuvo conformada por cinco haploti-
pos: C1 (n=12), C8 (n=1), C5 (n=3), C9 (n=1) y C4 (n=4) (Fig. 1 y Tabla
1), mientras que la segunda red (Gll) por cuatro haplotipos: C3 (n=1),

C2 (n=10), C6 (n=1) y C7 (n=4) (Figura 1y Tabla 1). En Gl, el haplotipo
C1 (designado por el programa como el posible haplotipo ancestral)
estuvo separado de C8, C5 y C9 por dos pasos mutacionales, y a su
vez, estuvo separado de C4 por cinco pasos mutacionales. En Gll, el
haplotipo C3 (designado como posible haplotipo ancestral incluso con
n=1) se separ¢ de C7 y C2 por un solo paso mutacional, mientras que
cinco pasos mutacionales lo separaron de C6 (Fig. 1).

Respecto de su distribucion geografica (Fig. 2), el haplotipo C1 se
presentd en las localidades de Punta Xen, Sabancuy e Isla Aguada; C2
fue localizado en Sabancuy, Isla Aguada y Bahia de Tortuga; C3 fue
exclusivo de Isla Aguada; C4 y C5 se encontraron simultaneamente en
Isla Aguada y Playa Bonita; C6 y C7 se delimitaron a Punta Xen y final-

Tabla 4. Sitios variables en el alineamiento de secuencias de DNA de Meristotheca cylindrica para los haplotipos de la region espaciadora de Ru-

BisCo y sus niimeros de acceso al GenBank.

NUmero de acceso

H/S 38 44 47 67 105 122 169 172

GenBank
R1 G A G T C G G C KY979260
R2 . . C A A T KY979261
R3 . C T C A . A T KY979262
R4 C C KY979263

Hidrobiol6gica
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mente C8 y C9 se restringieron a Sabancuy. El nimero de haplotipos
por poblacion fue el siguiente: Isla Aguada (5), Sabancuy (4), Punta Xen
(3), Playa Bonita (2) y Bahia de Tortuga (1) (Fig. 2).

En el andlisis filogenético, las muestras correspondientes a los
nueve haplotipos de M. cylindrica se agruparon en dos grupos mo-
nofiléticos (Gl, Gll), con soporte de probabilidad posterior bayesiana y
bootstrap de 0.98 y 0.95, respectivamente (Fig. 4). El grupo | (Gl) incluyd
las muestras correspondientes a los haplotipos C1, C4, C5, C8 y C9,
en tanto que el grupo Il (Gll) agrupd las muestras correspondientes a
G2, C3,C6 y C7 (Fig. 4, Tabla 1). Las muestras correspondientes a los
haplotipos R2 y R3 del espaciador de RuBisCo se incluyen en Gl del
espaciador cox2-3 (Tabla1).

Los porcentajes de distancia genética al interior de M. cylindrica
(entre ambos grupos) con el espaciador de cox2-3 fueron: maxima de
14.8% (entre C8-C7 y C8-C3) y minima de 0.5% (entre C3-C7 y C3-
C2); la distancia genética promedio fue de 8.3%. Al interior de Gl, la
distancia minima se detecté entre C1-C5, C1-C8 y C1-C9 (1%) y la
maxima entre C4-C5 y C4-C8 (3.3%); la distancia genética promedio
del grupo fue de 2%. Al interior de Gll, la distancia genética minima se
detectd entre C2-C3 'y C3-C7 (0.5%) y la maxima entre C6-C7 (2.9%); la
distancia genética promedio fue de 1.5% para este grupo.

Analisis morfolégico. El analisis mdltiple de varianzas (MANOVA) a
partir de datos cuantitativos asociados a las tres partes del talo (Tabla
6), indicd que no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos morfoldgicos analizados, ya que Wilk’s A=0.066267;
F(8,1)=1.76132 y p=0.527258>0.05.

DISCUSION

Los resultados obtenidos con las regiones espaciadoras de RuBisCo y
cox2-3, asi como los analisis morfoldgicos, revelaron estructura gené-
tica al interior de M. cylindrica en Campeche.

La red haplotipica obtenida del analisis con la region espaciadora
RuBisCo dejo al descubierto moderadas diferencias entre poblaciones
con cuatro haplotipos interconectados, mientras que la red haplotipi-
ca obtenida con la region espaciadora cox2-3 mostré una estructu-
racion total de nueve haplotipos en dos grupos genéticos (Gl y Gll),
correspondientes con dos grupos o entidades biologicas subyacentes
en M. cylindrica. En el grupo Gl el haplotipo sugerido por el programa
como el ancestro fue C3. Sin embargo, este se restringio a la locali-
dad de Isla Aguada y sélo estuvo representado por un individuo, por
lo que se considera que el haplotipo C2 seria el posible ancestro ya
que presentd el mayor ndmero de individuos (10), el mismo niimero de
conexiones que C3 (2) y su localizacion en tres de cinco localidades.
Las poblaciones mas ricas en haplotipos y que presentaron el mayor
nimero de haplotipos Unicos fueron Isla Aguada, Sabancuy y Punta
Xen, mientras que la conformacion haplotipica de Bahia de Tortuga y
Playa Bonita fue mas homogénea. Esta distribucion haplotipica sugiere
un moderado intercambio genético entre las poblaciones. A diferencia
de lo registrado en la region espaciadora de la RuBisCo, con la region
espaciadora de cox2-3 se percibio cierta homogeneidad haplotipica en
aquellas poblaciones mas proximas al estado de Yucatan, mientras que
la heterogeneidad haplotipica se observo en aquellas poblaciones mas
cercanas al estado de Tabasco, tal como describieron Nifiez-Resendiz
et al. (2016) para el complejo Hydropuntia cornea / Hydropuntia us-
neoides (C. Agardh) Gurgel & Fredericq.
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Figura 3. Topologia bayesiana obtenida con secuencias de la region espaciado-
ra de RuBisCo para las poblaciones de Meristotheca cylindrica. Las secuencias
obtenidas en el presente estudio estan indicadas en las ramas de color morado
y las restantes fueron obtenidas del GenBank, cuyos nlimeros de acceso se
indican a un lado. Los valores de probabilidad posterior bayesiana (izquierda) y
los valores de bootstrap (derecha) estan indicados en los nodos de las ramas.
Los valores por debajo de 95% no son mostrados.
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Figura 4. Topologia bayesiana obtenida con secuencias de la region espaciadora
de cox2-3 para las poblaciones de Meristotheca cylindrica. Las secuencias ob-
tenidas en el presente estudio estan indicadas en las ramas de color azul (Gll) y
rojo (Gl); las restantes fueron obtenidas del GenBank, cuyos nlimeros de acceso
se indican a un lado. Los valores de probabilidad posterior bayesiana (izquierda)
y los valores de bootstrap (derecha) estan indicados en los nodos. Los valores
por debajo de 95% no son mostrados.

AT A AG
AT AAG
AT AAGATCC

Para los resultados de esta investigacion, la region espaciadora de
cox2-3 fue mas variable que la region espaciadora de RuBisCo en una
proporcion de 9:4. Estos resultados son consistentes con lo descrito por
Zuccarello et al. (1999), quien menciona a este gen como un marcador
altamente recomendable en estudios de variacién genética de algas
rojas. Yow et al. (2013) mencionan que los marcadores mitocondriales
son mas variables que los cloroplasticos; a partir de sus resultados
enmarca al gen COl como un marcador incluso mas variable que la
region espaciadora cox2-3. Sin embargo, Nufiez-Resendiz et al. (2015)
describieron a la region espaciadora de la RuBisCo como un marcador
mas variable que la region espaciadora cox2-3.

G

G
G GAGGATAAG G

G G AG
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C1
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Tabla 5. Sitios variables en el alineamiento de secuencias de DNA de Meristotheca cylindrica para los haplotipos de la region espaciadora de cox2-3 y sus nimeros de acceso al GenBank. En ne-

grita se resaltan los haplotipos pertenecientes al Grupo | (Gl). En tipografia normal se indican los haplotipos del Grupo Il (GlI). H
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Tabla 6. Cuantificacion de caracteres morfologicos de 10 muestras de Meristotheca cylindrica. Los caracteres diagnosticos se establecieron segin
Ardito et al. (2014) modificado para M. cylindrica, con la adicion del nimero de filamentos medulares y el diametro de células de las cortezas

externa (CE) e interna (Cl). IA = Isla Aguada, S = Sabancuy, BT = Bahia de

Tortuga, PX = Punta Xen, PB = Playa Bonita.

] . Didmetro del talo Diametro Didmetro de Diametro
Nombre ~ Grupo ...~ Parte Nam. de f.ll\lum. de ) de células CI células CE de médula
muestra morfolégico 0o Ca0 ey tag  CAPAS llamentos (pm) (pm) (um)
corticales medulares

Largo Ancho Largo  Ancho Largo Ancho Largo  Ancho

UAMIZ 1 IA apice 7 78 880 884 90 85 175 75 350 353
1257 medio 7 263 1750 1290 130 105 15 5 1240 1540
basal 2 922 2825 2825 0 0 15 75 2770 2770

UAMIZ 1 S apice 6 117 1620 1210 150 180 15 10 300 850

1259 medio 6 54 1280 980 140 110 20 10 570 330

basal 7 468 1710 1710 165 172.5 15 10 450 550

UAMIZ 2 BT apice 5 92 1390 650 122.5 110 125 75 720 150

1250 medio 6 147 900 770 95 85 10 5 195 195

basal 8 119 1100 930 100 60 15 10 305 255

UAMIZ 2 IA apice 8 241 930 695 75 45 125 75 425 215

1248 medio 9 131 1070 1460 55 65 12.5 5 320 430
basal 10 576 2360 2360 80 85 10 5 980 1130

UAMIZ 2 PX apice 6 77 1050 655 775 55 12.5 5 680 220

1252 medio 7 213 1410 930 97.5 67.5 10 4 450 195

basal 8 209 1330 1140 85 60 10 5 455 300

UAMIZ 2 PB apice 9 96 1330 1070 100 55 15 5 200 145

970 medio 11 251 2750 2540 132.5 130 10 5 450 420
basal 2 1112 2900 2380 0 0 10 5 2800 2320

UAMIZ 2 BT apice 5 119 835 675 90 85 12.5 5 265 215

1249 medio 2 10 221 1180 1510 145 90 12.5 5 590
basal 2 580 3400 160 0 0 12.5 5 3100 1025

UAMIZ 2 BT apice 5 70 670 765 105 67.5 12.5 5 280 200

1251 medio 6 153 1290 780 130 95 10 5 540 115

basal 5 211 1460 1290 135 105 10 5 575 445

UAMIZ 2 S apice 7 108 1170 950 130 97.5 10 5 600 220

1247 medio 6 244 4120 1240 145 100 10 5 3420 240

basal 8 353 2640 1700 170 115 12.5 5 1920 500

UAMIZ 2 S apice 8 332 1460 1180 125 77.5 12.5 5 1180 960

1246 medio 7 367 3680 1660 130 75 12.5 5 2500 440

basal 7 521 3580 1960 195 135 10 5 2090 560

La distribucion haplotipica en las poblaciones de M. cylindrica, con
la region espaciadora de RuBisCo, evidencié que las poblaciones mas
parecidas en cuanto a su conformacion haplotipica fueron Isla Aguada,
Sabancuy y Punta Xen, mismas que a su vez son las poblaciones mas
cercanas entre si. Empero, a medida que las poblaciones se acercaron
mas al estado de Yucatan (Bahia de Tortuga y Playa Bonita), surgieron
haplotipos nuevos (R3 y R4) que no se encontraron en las primeras
tres localidades (las mas cercanas al estado de Tabasco) lo que podria
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indicar cierto aislamiento reproductivo. La presencia de los haplotipos
R1 (ancestro) y R2 en Bahia de Tortuga y Playa Bonita sugiere que adn
existe intercambio genético escaso en conjunto con un valor de Nm~1.

A pesar de la poca variacion encontrada con la region espaciadora
de la RuBisCo, se advirti6 que las muestras cuyos haplotipos mas le-
janos genéticamente al ancestro (R2 y R3) pertenecen a la estructura
genética equivalente al grupo Gl de la region espaciadora cox2-3.
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Entre las poblaciones de M. cylindrica se detectaron distintos nive-
les de diferenciacion genética con ambos genes. Altos valores fueron
encontrados en Punta Xen y Sabancuy con la region espaciadora de
RuBisCo, mientras que en Sabancuy con el espaciador de cox2-3, re-
sultados que podrian indicar que la poblaciones se encuentran estables
0 en equilibrio (Grant & Bowen, 1998). No obstante, la forma en estrella
de las redes haplotipicas indica un proceso reciente de expansion de-
mogréfica (Slatkin & Hudson, 1991) lo que sugiere que las poblaciones
de M. cylindrica no estan en equilibrio, similar a lo descrito por Nufez-
Resendiz et al. (2016) para las poblaciones del complejo Hydropuntia
cornea | Hydropuntia usneoides en Campeche. Los valores generales
de Fg,, para ambos marcadores, indicaron una gran diferenciacion ge-
nética segun Hartl &Clark (1997) ya que son mayores a 0.25, lo cual re-
sulta en una estructuracion significativa de las poblaciones estudiadas.
Los valores de @, fueron significativamente distintos de cero (0.26
para el marcador cloroplastico y 0.36 para el mitocondrial), lo que re-
fleja la divergencia ocurrida al interior de M. cylindrica.

Las distancias genéticas no corregidas obtenidas con la region es-
paciadora de RuBisCo mostraron dos valores entre sus haplotipos: a)
entre los conjuntos R1-R4 y R2-R3 (1.1%) y b) entre R3 y R4 (4.3%).
En cuanto al espaciador de cox2-3 las distancias fueron alin mayores
entre Gl y Gll, con un maximo de 14.8% y un promedio de 8.3%. Las
distancias genéticas interespecificas reportadas por Nufiez-Resendiz et
al. (2017) entre M. cylindrica y otras especies del género varian de un
minimo de 2.8% (M. procumbens P. W. Gabrielson & Kraft, de Fiji) a un
maximo de 4.4% (Meristotheca sp., de Taiwan), en tanto que las distan-
cias intraespecificas se distribuyen en un intervalo de 0.2% a 0.4%. Las
distancias genéticas obtenidas sugieren que ambos grupos genéticos
corresponden con dos entidades diferenciadas probablemente por en-
cima del nivel de especie, como lo reportado entre géneros de la familia
Gracilariaceae en un promedio de 8.8% asi como una divergencia de
12.6% entre Gracilaria chilensis C. J. Bird, McLachlan & E. C. Oliveira y
Gracilariopsis sp. (Yang et al., 2008).

Los andlisis filogenéticos de inferencia bayesiana y maxima vero-
similitud fueron congruentes con la estructura genética encontrada con
ambos marcadores: en la region espaciadora de RuBisCo se detectd un
grupo monofilético con un conjunto constituido por R2 y R3 al interior,
lo que coincidid con los haplotipos agrupados en Gll de la region espa-
ciadora de cox2-3; con este marcador se encontro un clado subdividido
en los grupos Gl y Gll con sus respectivos haplotipos. En ambos casos
se ubicd sistematicamente a M. cylindrica como grupo hermano de
Eucheuma isiforme.

Anatémicamente, existe homogeneidad entre las muestras de M.
cylindrica. Las diferencias se remiten a los caracteres cualitativos ex-
ternos: el patron y grado de ramificacion en el talo vegetativo, los cua-
les conforman dos grupos morfoldgicos distintos.

Recapitulando, es posible concluir que la estructura y diferencia-
cién genética, asi como la variacion intra e interpoblacional, revelan la
presencia de distintos genotipos utilizando un fenotipo lo suficiente-
mente similar como para confundir la identificacion taxonémica. Esto
muestra indicios de un proceso de especiacion en curso: se inicia con
barreras ecoldgicas y culmina con barreras reproductivas, dando lu-
gar a especies cripticas con los grupos genéticos Gl y Gll como po-
siblemente ocurre en el presente caso, lo que manifiesta diferencias
genéticas incluso a nivel de género exhibidas con la region espacia-
dora de cox2-3, el cual tuvo mayor variabilidad que el marcador cloro-
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plastico. Posteriormente sera necesario un incremento en el intervalo
de muestreo a lo largo de la peninsula de Yucatan (0 més general, al
Golfo de México) asi como en el numero de individuos por poblacion,
para establecer hipdtesis mas solidas sobre los procesos que ocurren
al interior de los grupos encontrados en M. cylindrica. De igual mane-
ra, sera necesario el analisis de caracteres morfoldgicos cualitativos
para describir la relacion entre los grupos genéticos encontrados en
este estudio y los grupos morfoldgicos reportados anteriormente. Por si
sola, la historia geoldgica de la peninsula de Yucatan sugiere una alta
probabilidad de encontrar diversidad criptica en los grupos bioldgicos
reportados a lo largo de su litoral y puede ofrecer explicaciones a los
procesos evolutivos en el area, por lo que la necesidad de emprender
estudios de ecologia evolutiva se hace manifiesta.
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RESUMEN

Antecedentes. La Cantera Oriente alberga un componente de microalgas diverso. Los ecosistemas Iénticos han recibido
mucha mas atencion que los sistemas I6ticos, lo que hace importante su estudio. Objetivos. Comparar comunidades
de cianoprocariontes de un ambiente I6tico natural y otro artificial, midiendo la densidad y frecuencia relativas de las
especies y su asociacion con factores ambientales. Métodos. Se muestrearon mensualmente las clorofitas filamentosas
y la madera y raices de plantas sumergidas en dos ambientes Ioticos (uno natural y otro artificial) de septiembre de 2012
a septiembre de 2013, para estudiar las cianoprocariontes epifitas presentes en ellos. Simultaneamente, se obtuvieron
datos fisicoquimicos con mediciones de campo y andlisis de laboratorio. Las especies se evaluaron de acuerdo con el
indice de Valor de Importancia (IVl). Resultados. Sélo el 31 % de las cianoprocariontes fue compartido por ambos sitios.
Los datos fisicoquimicos mostraron igualdad de varianzas y no se correlacionaron con los valores del IVI, denotando un
bajo nivel de disturbio ambiental. La comparacion estadistica proporcional del IVl observado y tedrico de las especies de
cada ambiente (prueba Chi cuadrada), establecio que las cianoprocariontes se asociaron con el tipo deambiente, el tipo
de sustrato y la estacion climatica. Conclusiones. Los ambientes loticos de la Cantera Oriente se caracterizan por un
bajo nivel de disturbio, que no afecta la presencia ni la biomasa de las cianoprocariontes. El IVl se asocia con el tipo de
ambiente y de sustrato como sitio de colonizacion y parece explicar las preferencias de habitat para algunas especies.

Palabras clave: Algas bentonicas, arroyos, canales, disturbio, perifiton.

ABSTRACT

Background. Cantera Oriente houses a diverse microalgal component. The lentic ecosystems have received much grea-
ter attention than the lotic systems, which makes their study important. Goals. Compare cyanoprokaryotic communities
found in a natural and an artificial lotic environment. To measure the relative density and frequency of species and to mea-
sure their association with environmental factors. Methods. Filamentous chlorophytes, wood, and roots of submerged
plants were sampled once a month in two lotic environments (natural and artificial) from September 2012 to September
2013, to study the epiphytic cyanoprokaryotes. Simultaneously, physical and chemical data were obtained with field mea-
surements and laboratory analysis. Species were evaluated according to the Importance Value Index (IVI). Results. Only
31% of cyanoprokaryotes were shared by both sites. The chemical and physical data showed equal variances and were
not correlated with IVI values, denoting a low level of environmental disturbance. The proportional statistical comparison
of the observed and theoretical IVl of the species of each environment, (Chi square), established that the cyanoprokaryo-
tes were associated with the type of environment, the type of substrate, and the climatic season. Conclusions. The lotic
environments in Cantera Oriente are characterized by a low level of disturbance, which does not affect the presence or
biomass of the cyanoprokaryotes and the Importance Value Index is associated with the type of environment and substra-
te as a site of colonization, which seems to explain the habitat preferences of some species.

Key words: Benthic algae, channels, disturbance, periphyton, streams.
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INTRODUCCION

La Ciudad de México se encuentra en el Valle de México, donde existid
un sistema lacustre con una superficie aproximada de 2,000 km?. La
urbanizacion ha provocado una fuerte degradacion ambiental en esta
zona del pais (Conagua, 2010), quedando en la actualidad 3.63 km? de
superficie de lagos, de la cual 92.3% pertenece a los lagos de Xochi-
milco y el resto a los de Chapultepec, Texcoco y San Juan de Aragon
(Conagua, 2013). Esta situacion resalta la importancia en la conserva-
cion de areas lacustres en el ambito urbano de la Ciudad de México,
como la Cantera Oriente, un ambiente excepcional por su conservacion
que forma parte de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel
(REPSA) (Lot, 2007); esta area ha cobrado gran importancia biologica
para la ciudad por la diversidad que la caracteriza. En sitios con un alto
grado de conservacion, las condiciones ambientales tienden a man-
tenerse estables y el reto es evaluar las respuestas bioldgicas de las
comunidades que los habitan, ya que permiten reconocer gradientes
ambientales que ayudan a la evaluacion de ecosistemas perturbados,
especialmente los de tipo urbano.

Varios estudios de microalgas han mostrado que la Cantera Oriente
alberga una gran diversidad, que es ejemplo del manejo adecuado de
areas lacustres inmersas en zonas densamente pobladas (Novelo et
al., 2007, 2009; Rodriguez Teran et al., 2014). En estos estudios puede
verse que los ecosistemas lénticos y la comunidad fitoplancténica han
sido los mas estudiados, en parte porque los lagos representan 14% de
la superficie total (0.075 km?) de la Cantera Oriente. En este trabajo nos
hemos enfocado en la comunidad perifitica de cianoprocariontes de los
sistemas loticos de la zona, lo que ha aumentado sustancialmente el
conocimiento de la diversidad y la ecologia de esta area de la REPSA.

Las cianoprocariontes perifiticas contribuyen significativamente a
definir el perfil ecoldgico de los ecosistemas loticos. Biggs (1996) sefia-
16 que la interaccion entre las algas perifiticas y el ambiente esta regu-
lada por dos tipos de factores: las variables que controlan directamente
la pérdida o acumulacion de biomasa, como nutrimentos, temperatura
e irradianza, y las variables que influyen de manera indirecta, como el
climay el tipo de sustrato.

Cuando hay un suministro constante de nutrimentos y luz en el
ambiente, predominan las especies filamentosas de clorofitas (Clado-
phora o Rhizoclonium) y las diatomeas pedunculadas (Danilov & Eke-
lund, 2001; Ensminger et al., 2005); si esto ocurre en ambientes l6ticos
de corrientes suaves con baja frecuencia de inundaciones, en donde la
abrasion sobre el sustrato es minima, la biomasa de algas perifiticas
en general alcanza valores altos (Ensminger et al., 2005). Se ha consi-
derado que la herbivoria en estas condiciones sélo ejerce una presion
baja 0 mediana; estas caracteristicas, en su conjunto, sugieren que el
ambiente esta funcionando con un disturbio de nivel mediano a bajo
(Biggs, 1996; Graba et al., 2014). Los autores citados, especialmente
Biggs (1996), proponen que en estas condiciones suelen encontrarse
cianoprocariontes Oscillatoriales 0 especies con talos de crecimiento
erecto, como miembros de Nostocales, aunque también hay comunida-
des importantes de epifitas coloniales de cianoprocariontes que crecen
sobre clorofitas filamentosas. Esto es lo que hemos observado en los
sitios estudiados de la Cantera Oriente y también ha sido descrito en
arroyos de la region central de México (Beltran Magos et al., 2013;
Mora Hernandez et al., 2015; Novelo, 1998; Ramirez et al., 2003; Vala-
dez Cruz et al., 1996). Los principales objetivos de este estudio fueron
comparar las comunidades de cianoprocariontes perifiticas de un am-
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biente natural y uno artificial y evaluar el grado de disturbio o equilibrio
ambiental a través de la composicion de especies, su densidad rela-
tiva y su frecuencia relativa, enfocando la interpretacion del grado de
disturbio con elementos tomados de la bibliografia. Planteamos estos
objetivos porque gran parte de la ecologia actual de ambientes l6ticos
se ha basado en la comparacion entre sustratos naturales y artificiales,
empleando a la riqueza y composicion de especies perifiticas y bento-
nicas, asi como sus densidades poblacionales (Schneck et al., 2011),
biovolumen y biomasa (Murdock & Dodds, 2007; Potapova & Charles,
2005) y actividad metabdlica (Fellows et al., 2006) como indicadores de
la salud del ecosistema.

Los principales aportes de esta investigacion son una caracteriza-
cion ecologica general de los ambientes I6ticos de la Cantera Oriente,
basada en la hiologia de las cianoprocariontes perifiticas, y una inter-
pretacion sobre la posible existencia de selectividad de sustrato de las
microalgas epifitas, con base en la descripcion bibliografica de sus pre-
ferencias de habitat (Fattom & Shilo, 1984; Fellows et al., 2006; Michael
et al., 2008; Potapova & Charles, 2005; Schneck et al., 2011).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y sitios de recoleccion. La Cantera Oriente esta ubi-
cada al sur de la Ciudad de México y cuenta con 0.075 km?de terreno
(Lot, 2007). Se incorporé a la REPSA en diciembre de 1996. En ella
existen cuatro unidades ambientales o de paisaje (Fig. 1): A) paisaje
lacustre y de humedales, B) paisaje de jardines, C) paisaje de bosques
y arbustos y D) paisajes construidos. La unidad de paisaje lacustre y de
humedales esta subdividida en: cuerpos de agua (14.36% de la super-
ficie), planicie palustre o de ciénaga (zonas que bordean a los cuerpos
de agua), que representa 23.21% de la superficie, y zonas inundables
que constituyen 4.85% de la superficie total de la Cantera (Lot, 2007;
Ortiz Pérez et al., 2007).

Se eligieron dos sitios de recoleccion en donde se observd la pre-
sencia de cianoprocariontes perifiticas, los cuales se denominaron
“arroyo” y “canal” (Fig.2a-b), de acuerdo con el estado natural o arti-
ficial del ambiente. El arroyo (sitio natural) es una desviacion del agua
que escurre por la pared noroeste de la Cantera. Se ubica en la unidad
ambiental de paisajes de bosques y arbustos, en la subdivision de plano
ondulado de relleno con vegetacion arbérea cerrada, que representa
una comunidad forestal diversa, con un techo arboreo denso (Ortiz Pé-
rez et al., 2007). En las orillas del arroyo se encuentran principalmente
cipreses (Cupressus sempervirens Linnaeus) y tepozanes (Buddleja
cordata Kunth), mientras que dentro del arroyo se pueden encontrar
plantas herbaceas, principalmente Stuckenia pectinata (Linnaeus) Bor-
ner, una macrdfita sumergida. El otro sitio estudiado fue un canal de
concreto (sitio artificial) poco profundo, de lecho plano y paredes ver-
ticales, que fue construido para nivelar el volumen de agua en época
de lluvias y conecta el agua que proviene de la pared de la Cantera con
el lago Vaso Regulador. Se encuentra dentro de la unidad ambiental de
paisajes con jardines y se caracteriza por estar rodeado principalmente
por fresnos (Fraxinus uhdei (Wenzig) Lingelsh) y liquidambar (Liquidam-
bar styraciflua Linnaeus) (Ortiz Pérez et al., 2007).

Recoleccion en campo. Durante un afio (septiembre 2012 - septiem-
bre 2013) se recolectaron mensualmente muestras en el arroyo y el
canal. En el arroyo, se recolectaron clorofitas filamentosas sumergi-
das (Rhizoclonium hieroglyphicum (C. Agardh) Kiitzing), macrdfitas (S.

Hidrobiol6gica
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Figura 1. Sitios de recoleccion en la Cantera Oriente (Ciudad de México, México). La flecha superior sefiala la ubicacion del arroyo y la flecha inferior sefiala la ubica-
cion del canal. En el sector Este se aprecia la zona de lagos. Fuente: Google Earth, 2013 (periodo de recoleccion).

pectinata) y raices 0 madera sumergidas de B. cordata; en el canal se
recolectaron talos del unico sustrato vegetal, la clorofita filamentosa
sumergida Cladophora glomerata (Linnaeus) Kiitzing. A partir de estas
recolecciones se obtuvieron cianoprocariontes epifitas, mediante ras-
pado con una navaja o toma directa. Los raspados del material epifito
se realizaron en el laboratorio.

En cada recoleccion se midieron la irradianza subsuperficial
(Hobo®), el pH, la temperatura y la conductividad (potenciémetro
Conductronic PC-18®) y el oxigeno disuelto (oximetro Conductronic
0x-25®) del agua. En el laboratorio, empleando muestras de agua
recolectadas en cada ocasion, se determinaron los nutrimentos por
métodos espectrofotométricos (espectrofotdmetro Hach DR 1900®),
estandarizados (Rice et al., 2017).Todos los métodos estan basados en
los estandares aprobados para el analisis de agua dulce de la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 2017). El fésfo-
ro total se obtuvo por el método de digestion acida (EPA 365.1, 365.3,
8190), las determinaciones de nitrato se hicieron mediante el método
de reduccion de cadmio (EPA 353.2, 8171), las de nitrito por el método
de diazotizacion (EPA 353.2, 8507) y las de amonio con el método del
salicilato (EPA 350.1, 10023).

Las muestras para determinacion de especies fueron preservadas
con formol a 2.5%, material con el cual se realizaron preparaciones
semipermanentes con gelatina glicerinada (Gonzalez & Novelo, 1986).

Vol. 27 No. 3 2017

La documentacion se realizd con un microscopio Nikon 80i® (con
contraste de interferencia diferencial). EI material (preparaciones y
muestras liquidas) se incorpord al Herbario de la Facultad de Ciencias
(FCME).

Andlisis bioldgico de las especies. Debido a la diversidad de sustra-
tos que son colonizados por las cianoprocariontes perifiticas, se eva-
lud la presencia y la composicion de las especies en las comunidades,
considerando su densidad relativa y frecuencia relativa (Tabla 1), de
acuerdo con el Indice de Valor de Importancia (IVl), modificado con base
en el utilizado en estudios de ecologia vegetal (Nguyen et al., 2014).

Manejo estadistico de los datos. Las variables cuantitativas consi-
deradas en el estudio se sefialan en la Tabla 2. El nitrégeno inorganico
total disuelto (NID) se obtuvo sumando los valores de las tres formas
inorganicas determinadas y se utilizd para obtener la proporcion de
nitrégeno con respecto al fosforo (NP). El calculo del coeficiente de va-
riacion (Microsoft Excel 2017) permiti6 establecer inicialmente la pre-
cision de los datos (Tabla 2). Se utilizé el programa XLSTAT (Addinsoft,
para Microsoft Excel 2017) y se analiz6 si los datos cumplieron con
una distribucion normal, aplicando una prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Se normalizaron los datos (transformacion LN+1) y se aplicaron prue-
bas de contraste de medias paramétricas y no paramétricas (Levene,
prueba Ty Mann-Whitney). Para evaluar la posible asociacion entre la
presencia de especies y el tipo de ambiente (natural o artificial), se
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Figura 2a-b. Sitios de muestreo en la Cantera Oriente (Ciudad de México, México

artificial denominado “canal”.

aplicd una prueba de asociacién no paramétrica con el estadistico Chi
cuadrada, mediante la creacion de una tabla de contingencia. Las va-
riables cualitativas consideradas para Chi cuadrada fueron el tipo de
sustrato (alga, macrdfita o arbusto), el tipo de ambiente (arroyo o canal)
y la época (seca o de lluvias).

RESULTADOS

Se encontraron 13 especies de cianoprocariontes (Tabla 3); de ellas
s6lo 31% es compartido por ambos sitios. La evaluacion cuantitativa de
su distribucion y presencia se hizo con base en el IVI (Tabla 3), que se
aplicé modificando la propuesta de Nguyen et al. (2014).

Una comparacion proporcional de las especies de cada ambien-
te, de acuerdo con el IVI, mostrd una representatividad diferente para
cada especie, asociada con las variables cualitativas consideradas en
el estudio: tipo de ambiente (arroyo (Fig.3) y canal (Fig. 4)), la estacion
climatica (época seca o de lluvias) y el tipo de sustrato (macrdfita, alga
0 arbusto).

Andlisis de los datos. Los datos de variables ambientales registrados
en este estudio (Tabla 2) mostraron igualdad de varianzas; de acuerdo
con el coeficiente de variacion, solo la temperatura y la conductividad

Maceda R. et al.

). @) Vista parcial del sitio natural denominado “arroyo”. b) Vista parcial del sitio

tuvieron precision aceptable (<10%). La correlacion de Pearson para
estas variables no fue significativa para los valores de IVl (p >0.05;
N =19). El analisis exploratorio de los datos cuantitativos obtenidos para
el conjunto de variables indicd que no tienen una distribucion normal
(prueba de Kolmogorov-Smirnov, p <0.05). Las pruebas de contraste
de medias aplicadas a los datos normalizados indicaron que podemos
asumir igualdad de varianza en cada variable (p >0.05 para la prueba
de Levene y p >0.05 bilateral para la prueba T de igualdad de medias).

El analisis no paramétrico aplicado a los mismos datos normaliza-
dos también mostré que la diferencia de posicion entre las muestras
fue igual a cero (prueba de Mann-Whitney, p >0.05), excepto para el
nitrégeno (p <0.05).

Una tabla de contingencia de los datos mostré la asociacion entre
las variables de naturaleza cualitativa (Tabla 4, Fig. 5). El resultado de
la prueba de Chi cuadrada, con p <0.05, estableci6 marcadas dife-
rencias en el crecimiento de las cianoprocariontes en cada ambiente.
Se aceptd por tanto la hipdtesis alternativa de la prueba (Tabla 5), lo
que indica que hay dependencia entre filas y columnas de la tabla de
contingencia. Esto fue comprobado mediante las frecuencias tedricas y
de proporciones y columnas (Tabla 6), que especificaron una magnitud
de asociacion de las especies con cada tipo de ambiente, dependiendo
tanto del sustrato como de la estacion climatica.

Tabla 1. Ecuaciones para calcular el indice de Valor de Importancia (IVl) de especies con la suma de la densidad relativa y la frecuencia relativa.
Modificado de Nguyen et al., 2014. La densidad relativa es la presencia de talos por preparacion para cada especie; el area total muestreada es el
nimero de preparaciones (cubreobjetos de 20 x 20 mm) en las que se registraron los talos de cada especie.

Densidad relativa Densidad de una especie + densidad total de todas las especies x 100

Frecuencia relativa Frecuencia de una especie + frecuencia total de todas las especies x 100
Densidad Namero de veces presencia de una especie + total del area muestreada

Frecuencia Area de preparaciones en la cual se observo una especie + Area total muestreada

Hidrobiol6gica
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Tabla 2. Datos fisicoquimicos monitoreados en el arroyo y el canal en la Cantera Oriente (Ciudad de México, México). La relacion nitrégeno-fésforo
(N:P) se obtuvo sumando los valores del nitrdgeno inorgénico disuelto y dividiéndolos entre los valores de fosforo total para cada fecha.

Sitio Fecha (g;';‘iﬂ's) PH (unidades) f:sncdr‘r‘]‘it) (mgzw) (n:m‘:,?ﬁz) NP Wi
Arroyo 04/09/2012 15.4 8.3 388 6.6 221.8 58.3 7.02
Arroyo 01/10/2012 15.3 7.1 380 4.5 1080.2 2133 14.04
Arroyo 22/01/2013 13.6 59 402 1.2 1.8 880.8 17.54
Arroyo 20/02/2013 14.0 6.6 412 3.1 212.2 69.4 17.54
Arroyo 22/03/2013 17.3 7.8 367 2.3 1466.0 9.9 31.58
Arroyo 22/04/2013 14.6 7.3 432 1.8 327.9 5.6 17.54
Arroyo 24/05/2013 14.6 7.2 433 0.9 86.8 5.8 35.09
Arroyo 24/06/2013 15.3 7.6 391 1.3 655.8 3.5 42.11
Arroyo 25/09/2013 15.1 6.5 392 4.5 462.9 0.8 17.54
Canal 01/10/2012 15.8 7.2 396 6.4 694.4 1054.5 8.22
Canal 05/11/2012 15.1 5.3 390 0.9 24.1 58.7 16.67
Canal 22/01/2013 14.6 5.5 421 3.0 2.7 7.0 22.22
Canal 20/02/2013 15.3 6.6 383 3.0 144.7 567.2 22.22
Canal 22/03/2013 16.5 7.5 380 1.5 260.4 148.1 13.89
Canal 22/04/2013 15.6 7.3 386 21 2006.1 11.9 1.1
Canal 24/05/2013 15.4 7.4 373 1.2 106.1 71 19.44
Canal 24/06/2013 15.4 7.5 376 1.2 120.6 9.1 36.11
Canal 25/07/2013 15.4 6.4 382 35 366.5 6.4 41.67
Canal 27/08/2013 15.4 6.7 389 58 1041.6 7.3 11.11

Desv. Estandar 0.81 0.77 18.83 1.88 551.53 312.61 10.89
Media aritmética 14.53 6.61 374.59 2.83 491.70 175.05 20.68
Coeficiente Variacion 0.06 0.12 0.05 0.66 1.12 1.79 0.53
Expresion porcentual 5.6% 11.6% 5.0% 68.7% 112.2% 1785%  52.7%
IVl = Indice de valor de importancia.
DISCUSION Es bastante notable que los factores fisicoquimicos medidos en

Las pruebas estadisticas aplicadas tuvieron por objeto demostrar la
existencia de asociaciones entre las especies de cianoprocariontes y
las condiciones fisicoquimicas de los ambientes loticos estudiados, el
arroyo y el canal. Los analisis aplicados para explicar los resultados no
mostraron ningun tipo de asociacion entre las especies (variable de-
pendiente) y las variables fisicas o quimicas. Como el seguimiento del
muestreo fue amplio, continuo y estuvo basado en la evaluacion de las
especies mediante el indice de importancia calculado (valores de IVI),
pensamos que existen suficientes datos para sustentar la propuesta de
que las condiciones del medio son estables y no se relacionan direc-
tamente con las diferencias en presencia de las especies en ninguno
de los sitios. Esto se reflejd particularmente en los resultados de las
pruebas para explorar la normalidad y homogeneidad de varianzas, que
al incumplir los supuestos estadisticos minimos para las variables no
sugirieron que fuera pertinente hacer una indagacion mayor.

Vol. 27 No. 3 2017

ambos ambientes se hayan mantenido extremadamente constantes
durante el periodo de muestreo (de ahi que no exista variabilidad sufi-
ciente de los datos), porque esto y la composicion de especies, sumada
alas densidades y frecuencias relativas de su crecimiento, se ajustan a
la propuesta de Biggs (1996) y a lo sugerido por otros autores con base
en esta propuesta (Danilov & Ekelund, 2001; Ensminger et al. 2005),
que indican que en la Cantera Oriente los ambientes I6ticos tienen un
nivel de disturbio bajo y presentan un buen escenario para el desa-
rrollo de las especies de cianoprocariontes perifiticas observadas. Los
resultados muestran que el suministro de nutrimentos es constante y
que no hay limitacion por la luz, puesto que las cianoprocariontes no
modifican su valor de IVl en funcion de la variabilidad de la irradianza.
Asimismo, la abrasion de la corriente no las afecta, ya que se fijan
sobre dos sustratos algales (C. glomeratay R. hierogliphycum), que son
indicadores de velocidades de corriente moderadas a bajas (Ensminger
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et al., 2005). De acuerdo con Biggs (1996) y Graba et al. (2014), en
esta categoria de ambientes con bajo nivel de disturbio la herbivoria no
influye en la pérdida de biomasa. Aunque no evaluamos la presion de
herbivoria, pensamos que en el caso de los sitios estudiados también
se cumple esta caracteristica, asi que las diferencias de crecimiento de
las especies (IVl) no modificaran la biomasa del conjunto de perifiton a
largo plazo. Esto significa que estas especies tenderan a mantenerse
como habitantes epifitos en los sitios I6ticos de la Cantera Oriente.

Aun considerando el bajo nivel de disturbio de estos ambientes,
un aspecto importante fue averiguar si la presencia de las especies

Maceda R. et al.

0 su capacidad de crecimiento, representada por el IVI, dependian de
la condicion natural o artificial de cada ambiente, de la época del afio
0 del tipo de sustrato colonizable (Tabla 4). Destaca el hecho de que
s6lo 31% de las especies son compartidas entre los sitios (Xenococcus
bicudoi Montejano, Gold et Komarek), Leibleinia epiphytica (Hierony-
mus) Compere, Phormidium aerugineocaeruleum (Gomont) Anagnosti-
dis et Komarek y Pseudanabaena catenata Lauterborn) (Tabla 2), pues
aunque el ambiente sea homogéneo y estable, no todas las especies
crecen en todos los sitios 0 sustratos y aun si fuera asi, no crecen con
la misma densidad poblacional ni con la misma frecuencia, de acuerdo
con las diferencias observadas en el IVI.

Calothrix
gracilis f.
flexuosa 4% Chamaesiphon
Nostoc sp. 5% amethystinus
Pseudanabaena \ 25%
catenata 12%

Phormidium
aerugineo-
caeruleum 12%

Leibleinia
epiphytica 28%

Pleurocapsa
minor 5%

Xenococcus
vicudoi 9%

Figura 3. Expresion porcentual del IVI de cada especie en el sitio arroyo, Cantera Oriente (Ciudad de México, México). Leibleinia epiphyticay Chamaesiphon amethys-

tinus destacaron por su densidad y frecuencia en todos los sustratos.

Pseudanabaena gyanocystis ”
0 pseudoxenococcoides
Ph .;atenata 8% Chamaesiphon
ae(;ﬂng;m merustans 4% Chamaesiphon
caeruleum 17% | minutus 14%

Leibleinia
epiphytica 4%

Heteroleibleinia

*

‘ - .
N /

Xenococcus

[ bicudoi 21%

aquae-dulcis 14%  'amellosus 17%

Figura 4. Expresion porcentual del IVI de cada especie en el sitio canal, Cantera Oriente (Ciudad de México, México). Xenococcus bicudoi, X. lamellosusy Phormidium
aerugineocaeruleum destacaron por su dominancia y frecuencia sobre C. glomerata.
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Tabla 4. Tabla de contingencia de Chi cuadrada. Cada tipo de sustrato reuni6 el IVl de las especies para cada época climatica y sitio en la Cantera

Oriente (Ciudad de México, México).

Stuckenia Rhizoclonium Buddleja Cladophora

(macrofita) (alga) (arbusto) (alga)
Arroyo, época seca 66.67 52.63 0 0
Arroyo, época lluvia 4211 38.6 0
Canal, época seca 0 0 88.89
Canal, época lluvia 0 0 0 111.11
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COLUMNAS

Stuckenia

Arroyo, época seca Arroyo, época lluvia Canal, época seca Canal, época lluvia

FILAS

Figura 5. Presentacion grafica de la tabla de contingencia. La proporcion de individuos en cada columna sugirié una asociacion entre las variables cualitativas se-

leccionadas.

Tabla 5. Resultado de la prueba de independencia entre las filas y co-
lumnas, producida por la prueba de Chi cuadrada. El valor de p cal-
culado fue menor a la significacion de alfa. El riesgo de rechazo de la
hipétesis nula (H0), en caso de ser vardadera, fue menor a 0.01%.

Chi cuadrada 605.645
Chi cuadrada 16.919
GL 9
valor-p < 0.0001
alfa 0.05

Un andlisis para variables cualitativas, asociando el tipo de sus-
trato, el tipo de ambiente, la época del afio y la forma como crecen
las especies, realizado con la prueba Chi cuadrada, comprobd que los
valores de IVl son muy diferentes dependiendo del sustrato en que cre-
cen las especies Yy, tal como fue construida la tabla de contingencia,
muestra que se relacionan tanto con la época del afio como con el tipo
de ambiente (Tablas 3-4).

La dependencia de las especies con el tipo de sustrato sobre el que
crecen podria ocurrir al azar, considerando que el canal cuenta con un
Unico sustrato vegetal disponible (la clorofita filamentosa C. glomerata)
y la presencia de concreto, pero no ocurri6 asi. En el arroyo existe una
gama mas amplia de sustratos posibles (R. hieroglyphicum, S. pecti-
nata y B. cordata) y tanto la densidad poblacional como la frecuencia
de las especies mostraron que la presencia de especies especificas no
ocurre al azar. De las especies compartidas entre el arroyo y el canal,
L. ephiphytica'y X. bicudoi no estan restringidas por el ambiente, sus-
trato o época del afio, mientras que P, aeruginocaeruleumy P. catenata
estan restringidas por el tipo de sustrato y la época. Ninguna de es-
tas especies compartidas muestra una diferencia entre las clorofitas
filamentosas y todas crecen indistintamente sobre C. glomerata o R.
hieroglyphicium.

Las demas especies presentan otros gradientes de restricciones
que las asocian de modo diferente con el tipo de ambiente, época o
sustrato. En el arroyo las especies particulares fueron C. gracilis f.
flexuosa Fritsch, con IVl 4% (restriccion amplia: tipo de sustrato, época
y tipo de ambiente), Nostoc sp., con IVl 5% (restriccion media: época
del afio y tipo de ambiente) y Chamaesiphon amethystinus (Rostafinski)
Lemmermann, con VI 25% (restriccion baja: unicamente tipo de am-
biente). El gradiente de restriccion ambiental esta bien reflejado por el
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Tabla 6. Frecuencias teoricas y proporciones por columna. Las frecuencias tedricas mostraron valores siempre superiores a 5.0 y algunas propor-
ciones entre filas y columnas mostraron diferencias significativas, lo que hace robusto el resultado de Chi cuadrada sobre la exactitud de Fisher.

Frecuencias tedricas Stuckfeqia Rhizoclonium Buddleja Cladophora
(macrofita) (alga) (arbusto) (alga) Total

Arroyo, época seca 19.884 28.255 11.512 59.649 119.300
Arroyo, época lluvia 13.452 19.116 7.788 40.354 80.710
Canal, época seca 14.815 21.053 8.578 44.444 88.890
Canal, época lluvia 18.519 26.316 10.722 55.554 111.110
Proporciones

Total 66.67 94.74 38.6 200 400.01
Arroyo, época seca 1.000 0.556 0.000 0.000 0.298
Arroyo, época lluvia 0.000 0.444 1.000 0.000 0.202
Canal, época seca 0.000 0.000 0.000 0.444 0.222
Canal,época lluvia 0.000 0.000 0.000 0.556 0.278

Total 1 1 1 1

valor del IVI, que se incrementé de forma inversamente proporcional
al nivel de restriccion; ésto sugiere que la densidad poblacional y la
frecuencia de presencia que alcanza cada especie son resultado de
las condiciones adecuadas para su fijacion, aun cuando el ambiente se
mantenga estable.

En el canal, todas las especies crecen sobre el Unico sustrato ve-
getal disponible (C. glomerata). En este sentido sobresale Xenococcus
bicudoi, que aun pudiendo colonizar cualquiera de los sustratos y am-
bientes crecié mucho mejor en el canal, con IVl 21% en la época seca
y la de lluvias. Las demas especies del canal, no compartidas con el
arroyo, se desarrollan bien (por sus valores de IVl) durante la época
seca o lluviosa. Como excepciones destacan Cyanocystis pseudoxe-
nococcoides (Bourrelly) Bourrelly y Chamaesiphon incrustans Grunow,
descritas como epiliticas en latitudes tropicales (particularmente C.
pseudoxenococcoides) y que no fueron observadas sobre el concreto,
sino que Unicamente crecieron en bhajas densidades como epifitas de C.
glomerata. Pensamos que esto se debe a la respuesta hidrofébica parti-
cular del mucilago (Fattom & Shilo, 1984; Michael et al., 2008), pues el
canal tiene paredes verticales, lo que se ha observado que es un factor
que afecta de forma general el establecimiento de las cianoprocarion-
tes perifiticas (Michael et al., 2008). C. glomerata no representa enton-
ces el sustrato Optimo para estas especies y aunque crecen, lo hacen
en forma limitada (Fig. 4). Nuestras observaciones de las especies de
cianoprocariontes epifitas nos permiten concluir que los ambientes I6ti-
cos de la Cantera Oriente se caracterizan por un bajo nivel de disturbio,
ya que la presencia y la biomasa de las cianoprocariontes perifiticas no
se modifican sensiblemente durante los periodos climaticos. Asimismo,
de acuerdo con el objetivo principal de comparar las comunidades de
cianoprocariontes perifiticas entre un ambiente natural y uno artificial,
concluimos que las respuestas biologicas especificas ante la condicion
natural o artificial del ambiente, asociadas con el tipo de sustrato bio-
l6gico como sitio de colonizacion, parecen explicar las preferencias de
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habitat para algunas especies, pero puede haber gradientes ambien-
tales mas sutiles relacionados con el perfil biologico de las especies y
que es necesario estudiar en relacion con los ciclos de vida en cultivos.
Esta perspectiva tiene un respaldo firme, porque los estudios de fito-
plancton en los ambientes Iénticos de la Cantera Oriente hasta ahora
sugieren un escenario muy diferente al de los ambientes loticos; es
decir, un recambio muy rapido de especies que refleja una importante
diversidad beta (Rodriguez Teran et al., 2014).
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RESUMEN

Antecedentes. Las microalgas son una alternativa para la obtencion de biodiésel por su alto rendimiento de lipidos y su
perfil de acidos grasos. Objetivos. Hacer una revision sobre los avances y perspectivas actuales de la produccion de bio-
diésel a partir de microalgas. Métodos. Se realizd una blisqueda actualizada de los trabajos de investigacion relacionados
con la produccion de biodiésel a partir de microalgas, con especial énfasis en la biosintesis de acidos grasos y triglicéri-
dos, la produccion de biomasa, las técnicas de extraccion, los procesos biotecnoldgicos implementados en sistemas de
cultivo, la transesterificacion y los sistemas de doble propésito. Resultados. Las microalgas tienen rendimientos altos de
produccion de lipidos (59 m® ha afio), por lo que representa una alternativa para la obtencion de biodiésel; sin embargo,
el costo de produccion y recuperacion de biomasa sigue siendo elevado ($5.8 USD Kg), aunado a los altos requerimien-
tos energéticos (33 MJ Kg™). Actualmente no existen técnicas industriales factibles para la extraccion de lipidos y se estan
probando los métodos por fluidos supercriticos, campo eléctrico de pulso, microondas y ultrasonicacion. La biotecnologia
ha propuesto un novedoso sistema bioldgico mediante el uso de lipasas recuperadas de hongos filamentosos para el
proceso de transesterificacion, los cuales ya son comerciales, y ha logrado rendimientos de biocatalisis mayores al 90%.
Los “sistema de doble propdsito” pueden ser optimizados utilizando un disefio modular que establezca los procesos y
operaciones unitarias bien definidas. Gonclusiones. El uso de microalgas para la obtencion de biodiésel representa
una técnica viable gracias a su alto contenido lipidico y a su perfil de acidos grasos, aunque hace falta el desarrollo de
tecnologias que disminuyan el costo de produccion. El uso de sistemas de doble propdsito se vislumbra como una buena
opcidn para reducir estos precios, al mismo tiempo que se reusan aguas residuales.

Palabras clave: Biomasa, lipasas, PUFAs, transesterificacion.

ABSTRACT

Background. Microalgae have proven to be an excellent alternative to produce biodiesel due of its high lipid yield and its
fatty acid profile. Goals. A review was made on the current advances and perspectives on the production of biodiesel from
microalgae. Methods. An updated search was done of the research work related to biodiesel production from microalgae,
emphasizing fatty acid and triglyceride biosynthesis, biomass production, extraction techniques, biotechnological proces-
ses implemented in culture systems, transesterification and dual purpose systems. Results. Microalgae have shown high
yields of lipid production (59 m® ha' year") representing an alternative to produce biodiesel. However, costs of biomass
production and recovery remain high (US $ 5.8 kg™'), coupled with high-energy requirements (33 MJ kg-kg™). Supercri-
tical fluids, electric pulse field, microwave and ultra sonication have being tested for lipid extraction, but currently there
are no feasible industrial techniques in this field. Biotechnology has proposed a novel biological system through the use
of lipases recovered from filamentous fungi for the transesterification process, which are already commercial, achieving
biocatalysts’ yields greater than 90%. In order to optimize the dual-purpose system, it is viable to use a modular design
that establishes well-defined processes and unit operations. Gonclusions. The use of microalgae to obtain biodiesel
represents a viable alternative due to its high lipid content and its fatty acid profile, although it is necessary to develop
technologies to reduce costs of production. An alternative could be to use dual-purpose systems is foreseen as a goo, and
re-using wastewater.

Key words: Biomass, lipases, PUFAs, transesterification.
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INTRODUCCION

La busqueda de combustibles alternativos y de bajo impacto ambiental
es cada vez mas importante debido a factores econémicos y medioam-
bientales. La naturaleza no renovable de las reservas de combustibles
fosiles y el cambio climatico han suscitado preocupaciones sobre la
seguridad energética, generando interés en la utilizacion de energias
renovables como los biocombustibles (Acosta et al., 2009). Estudios
previos han demostrado la capacidad de algunos alimentos (aceite de
soya y palma) para la produccion de biodiésel, sin embargo, existe el
debate sobre la factibilidad de utilizarlos para la obtencion de energia,
ya que podria ser una competencia directa con el uso recursos para
alimentacion humana y animal. En este sentido, en México la Ley de
Promocion y Desarrollo de Bioenergéticos establece las normas en te-
mas de produccion y comercializacion de insumos y permisos para el
uso de maiz en los bioenergéticos.

El biodiésel ha surgido como una alternativa viable para sustituir el
diésel derivado del petrdleo (Taher et al., 2014), puesto que presenta
varias ventajas por su biodegradabilidad y minima toxicidad, ademas,
su combustion produce menores emisiones de sulfatos, compuestos
aromaticos, diéxido de carbono, mondxido de carbono, humo; hay mas
oxigeno libre que conduce a una combustion completa y emisiones re-
ducidas (Atabani et al., 2012).

En un estudio realizado en el 2006 por la Secretaria de Ener-
gia (SENER) de México se menciona que la produccion de biodiésel
a escala comercial puede ser factible a mediano plazo si se llevan a
cabo acciones integrales, que incluyan aspectos técnicos, econdmi-
cos y medioambientales con el sector agrario y agroindustrial, con-
juntando esfuerzos en investigacion y desarrollo tecnolégico. Aca-Aca
et al. (2009) aluden que México requiere 10 plantas industriales con
capacidad de 100,000 ton/afio cada una, sélo para sustituir el 5% del
diésel de petréleo usado cada afio y recomiendan que la produccion y
el procesamiento se realicen con tecnologias disefiadas y construidas
en el propio pais. Taher et al. (2014) argumentan que el uso de biodiésel
reduciria en un 45% las emisiones de hidrocarburos, 47% de CO, y
hasta un 66% las emisiones de particulas al ambiente. ’

En este sentido, los &cidos grasos de cadena larga obtenidos a partir
de biomasa renovable (aceites vegetales, grasas animales y aceites de
microalgas) representan la principal materia prima para la produccion
de biodiésel liquido obtenido en forma de alquil-ésteres de alcoholes de
cadena corta como etanol y metanol (Robles-Medina et al., 2009). Los
procesos mas usados para la obtencién de biodiésel son la pirélisis y la
transesterificacion, sin embargo, en el primer caso el método es caro y
ofrece rendimientos bajos, mientras que el segundo se presenta como
el método mas viable para la obtencion de biodiésel (Gog et al., 2012).
Este proceso de conversion de aceites a biodiésel es necesario debido a
que los aceites vegetales o extraidos de microalgas presentan una alta
viscosidad y baja volatilidad, causando una combustion incompleta y la
disposicion de depositos de carbon (Akho et al., 2007).

La obtencion de biodiésel a partir de microalgas lleva mas de 20
afios de investigacion y, en la Ultima década, este tema ha retomado
vital importancia, especialmente en los sectores privados y académi-
cos. Actualmente, investigadores de todo el mundo han demostrado el
potencial de varias especies de microalgas (p. ej. Chlorella minutissima
Fott et Novakova, Thalassiosira fluviatilis (Grunow) G. Fryxell et Hasle,
Thalassiosira pseudonana Hasle et Heimdal, etc.) como materia prima
para producir biodiésel; no obstante, los costos de produccion no han
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resultado competitivos en comparacion con los obtenidos de recursos
fosiles ($0.55 USD/L) (Dalmas-Neto et al., 2014; Guldhe et al., 2016).
A pesar de estos retos, las microalgas son consideradas actualmente
como una de las alternativas ingenieriles para la obtencion de biodiésel
por a su alto contenido de lipidos y aceites (1 a 90% base seca, depen-
diendo de la especie y condiciones de cultivo), ademas de presentar
una rapida produccion de biomasa en comparacion con otros cultivos
energéticos (Mathimani et al., 2015; Sibi et al., 2015) y su huella eco-
I6gica es minima en un analisis de ciclo de vida (Atabani et al., 2012).
Adicionalmente, las microalgas pueden reducir la cantidad de gases de
efecto invernadero y consumir otros contaminantes (Halim et al., 2012).
El objetivo del presente trabajo fue revisar la situacion actual del uso
de microalgas para la produccion de biodiésel, incluyendo métodos de
procesamiento, especies mas utilizadas y sus principales ventajas en
comparacion con otros biocombustibles. De igual manera, se hace un
analisis de los avances biotecnoldgicos actuales en este campo.

MICROALGAS COMO FUENTE DE BIODIESEL:
AVANCES Y PERSPECTIVAS

Las microalgas son microorganismos unicelulares, se clasifican como
procariotas y eucariotas. Se dividen en diferentes grupos en funcion
de su taxonomia, incluyendo azul-verde, verde, verde-amarillo, rojo,
marron y las algas de oro. Hay mas de 50.000 especies de microalgas
(Rashid et al., 2014).

El empleo de microalgas para la produccion de biodiésel es una
alternativa viable por su elevado contenido de lipidos y su perfil id6-
neo para la obtencion de éste. Aunado a lo anterior, otros atributos de
las microalgas son su elevada eficiencia fotosintética, su capacidad de
crecer tanto en aguas marinas, dulces y residuales, asi como su velo-
cidad de crecimiento relativamente alta (Garibay et al., 2009). Las mi-
croalgas pueden mitigar las emisiones de CO, y producir lipidos, por lo
que se consideran con potencial para la obtencion de biocombustibles
de tercera generacion (Arias et al., 2013).

Es importante el estudio de factores, tales como el aislamiento de
especies de microalgas, el mecanismo metabolico, las condiciones de
cultivo y el modo de operacion y el disefio del fotobiorreactor, ya que
son son aspectos determinantes para mejorar el desarrollo del biocom-
bustible (Zhu et al., 2013).

También se debe desarrollar un proceso sustentable de produc-
cion de biodiésel a partir de microalgas, que sea técnica y econdmi-
camente viable, donde se haya realizado la optimizacion de medios
de cultivo, seleccion, manipulacion de cepas y el disefio adecuado de
fotobiorreactores (Arudchelvam & Nirmalakhandan, 2013). Ademas, se
debe considerar el proceso de recuperacion de biomasa, extraccion de
aceites, subproductos, tecnologia de transesterificacion, purificacion y
uso de subproductos (Dai et al., 2014).

El uso de microalgas cultivadas para la obtencion de lipidos ha
demostrado un alto rendimiento 59 m? ha™ afio” (Lee et al., 2012), lo
cual la convierte en una fuente potencial para la obtencion de biodiésel.
La gran mayoria de las especies conocidas de microalgas acumulan
sus acidos grasos, triglicéridos y glicolipidos de forma intracelular, con
excepcion de Botryococcus braunii Kuetzing, esto involucra procesos
de extraccion de lipidos que encarecen la produccion de biodiésel (Lee
etal., 2012). En célculos recientes se estima que el costo de produccion
de biomasa de microalgas es elevado, alrededor de $5.8 USD Kg', y

Hidrobiol6gica



Biodiésel de microalgas: avances biotecnoldgicos

a su vez también son altos los requerimientos energéticos (33 MJ Kg™'
de biomasa seca) para la recuperacion de los lipidos intracelulares.
En contraparte, por ejemplo, el aceite de canola esta disponible por
un monto de $1.25 USD Kg™', lo que demuestra que actualmente los
precios del aceite extraido de microalgas no son competitivos para la
obtencion de biodiesel (Slade & Bauen, 2013).

La seleccién de microalga es el primer paso en el desarrollo de un
proceso de produccion, éstas deben tener las caracteristicas adecua-
das para las condiciones de cultivo especificas, con el fin de conseguir
un determinado producto (Jaimes-Duarte et al., 2012). En la tabla 1 se
presenta el porcentaje en peso de lipidos de algunas microalgas, asi
como su productividad en lipidos y biomasa.

En este sentido, Slade & Bauen (2013) mencionan que los costos
de la produccion de biomasa microalgal se pueden reducir cultivan-
do las microalgas en lagunas abiertas, puesto que los gastos que se
requieren para la operacion del sistema (mantenimiento y materias
primas) son menores, en comparacion al cultivo en fotobiorreactores,
principalmente por la inversion para la compra del sistema. Sefialan
que otro aspecto que reduce significativamente el precio de produccion
(>50%) es bajar los costos del CO,, agua y nutrientes. La optimizacion
y disefio de equipos para el procesamiento postcultivo también repre-
senta un ahorro significativo para la obtencion de biodiésel a partir de
microalgas. Bagchi et al. (2015) destacan que el proceso de secado
representa hasta un 30% del costo total, por eso disefiaron un horno
de secado que ahorra el 50% (0.017 kWh) de la energia generalmente
usada en este proceso.
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Alva et al. (2013) sostienen que el uso de aguas residuales munici-
pales para la produccion de biomasa microalgal ofrece una alternativa
viable para disminuir los costos de produccion de lipidos debido al aho-
rro de agua y nutrientes (gj. N, P, K), estos tltimos se pueden controlar
mediante diluciones y si son necesarias concentraciones mayores se
pueden suplementar con sales de bajo costo u otros efluentes anaero-
bios ricos en estos nutrientes (ej. N y P). Esta alternativa contribuye en
la recuperacion de nutrientes presentes en aguas residuales.

Existen otros estudios que han buscado soluciones para reducir
costos en el cultivo de microalgas utilizando fuentes alternativas de
carbono y otros nutrientes. En este sentido, Tripathi et al. (2015) infor-
maron que la busqueda nuevas especies con capacidad de fijar altas
concentraciones de CO, (15%) o utilizar el carbono presente en las ro-
cas (como el marmol) representa un potencial para la obtencion de
biomasa microalgal Util para la formulacion de biodiésel con menores
costos. Rattanapoltee & Kaewkannetra (2014) apuntan que el uso de
sacarosa en bajas concentraciones para la acumulacion de lipidos en
Chlorella vulgaris Beijerinck resulta ser el sustrato mas econoémico en
relacion costo-beneficio. Chi et al. (2016) indican que el costo del ni-
trogeno requerido para el crecimiento microalgal debe ser considerado
en los procesos de escalamiento para la produccion de biodiésel. Estos
autores reportaron un 66.5% de acumulacion de lipidos en /sochrysis
zhangjiangesis Hu et Liu y una productividad de lipidos de 3.28 g/d por
cada gramo de nitrégeno alimentado al cultivo, lo cual consideran un
uso eficiente del nitrgeno.

Tabla 1. Porcentaje lipidico y productividad de biomasa y lipidos de distintas microalgas.

Lipidos Productividad de Productividad de

Especie acumulados biomasa lipidos Referencia
(%) @L'd") @L'd")

Anabaena variabilis Kiitzing ex Bornet & Flahault 46.9 0.1156 0.0542 Han et al. (2016)
Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs 59.6 0.1246 0.074 Singh et al. (2015)
Chaetoceros muelleri Lemmerman 43.4 0.272 Wang et al. (2014)
Chlamydomonas reinhardtii P. A. Dangeard 25.25 2.0 0.505 Kong et al. (2010)
Chlamydomonas sp. 331 0.169 Nakanishi et al. (2014)
Chlorella sorokiniana Shihira et R. W. Krauss 31.5 12.2 2.9 Li et al. (2013)
Chlorella minutissima Fott et Novakova (UTEX2341) 62.97 1.78 0.29 Li et al. (2011)
Chlorella pyrenoidosa H. Chick 24.25 0.144 0.02685 Tang et al., 2011
Auxenochlorella protothecoides (Kriiger) Kalina et
Puncocharova (= Chlorella protothecoides Kriiger) 51.5 1.19 Mu et al. (2015)
Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck] 22.8 0.0848 0.01043 Frumento et al. (2013)
Chromochloris zofingiensis (D6nz) Fucikova et L. A.
Lewis (= Chlorella zofingiensis Donz) 54.5 .0584 0.0223 Feng et al. (2011)
Desmodesmus abundans (Kirchner) E. Hegewald 0.27008 0.06708 Xia et al. (2014)
Dunaliella tertiolecta Butcher 11.44 0.42 0.0164 Sidney et al. (2010)
Nannochloropsis oculata (Droop) D. J. Hibberd 50.4 0.497 0.151 Sirin et al. (2015)
Neochloris oleoabundans S. Chantanachat et Bold 29 0.98 0.1124 Santos et al. (2013)
Tetradesmus obliquus (Turpin) M. J. Wynne
(= Scenedesmus obliquus (Turpin) Kiitzing) 49.6 0.45-0.55 0.151-0.193  Feng et al. (2014)
Scenedesmus sp. 16.6 0.174 0.0195 Taher et al. (2014)
Tetraselmis sp. 30.5 0.13 0.047 Kim et al. (2016)
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BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS SATURADOS,
INSATURADOS Y TRIGLICERIDOS EN MICROALGAS

Las rutas metabdlicas sobre la biosintesis de lipidos de microalgas son
un campo todavia por explorar en comparacion con el metabolismo de
las plantas. Sin embargo, se cree que las rutas metabolicas seguidas
son similares (Yu et al., 2011). La sintesis de acidos grasos en las algas
se realiza en los cloroplastos y generalmente se producen cadenas de
acidos grasos de 16C y 18C, los cuales son usados por la célula para la
sintesis de membranas, triglicéridos, almacenamiento de lipidos neu-
tros y cloroplastos. Especificamente, la biosintesis de acidos grasos se
inicia con la conversion del Acetil-CoA a Malonil-CoA catalizada por la
enzima Acetil-CoA Carboxilasa (ACCasa). La molécula de Malonil-CoA
es la donadora de carbono para la sintesis de nuevos acidos grasos,
donde es transferida de la CoA a un cofactor proteico (ACP) para la ob-
tencion del Malonil-ACP, el cual participa en una serie de reacciones de
condensacion con los aceptores acil-ACP y acetil-CoA. El ciclo termina
cuando el grupo acil es removido del sitio ACP por la acil-ACP tioestera-
sa y una vez sintetizados los acidos grasos libres son trasportados del
ACP al glicerol-3-fosfato o al monoacilglicerol-3-fosfato (Ohlrogge &
Browse, 1995). La ruta metabdlica se muestra en la Figura 1.
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Asi mismo, la produccion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)
a base de microalgas marinas o de agua dulce es de vital importan-
cia para la elaboracion de biodiésel o como aditivos alimentarios. Las
microalgas tienen mayor capacidad para sinterizar y almacenar PU-
FAs de cadena larga >18C (acido eicosapentanoico (EPA), C20:5w3,
acido docosahexanoico (DHA), C22:6 w3 y &cido araquidonico, C20:4
w6) (Harwood & Guschina, 2009). De igual forma, Guschina & Harwood
(2006) mencionan que existen principalmente dos rutas metabdlicas
para la sintesis de EPA denominadas w-3 y w-6 aunque la w-6 es la
ruta mas usada. En la ruta w-6 el &cido linoleico es desaturado para la
obtencion de &cido y-linolénico, después es elongado para conseguir el
acido dihomo-v-linolénico y su posterior desaturacion para producir el
acido araquidonico y finalmente el EPA. En la ruta -3 el acido linoleico
es desaturado, lo que resulta en el &cido a-linolénico, para enseguida
ser desaturado y generar el &cido estearidonico, a continuacion, se rea-
liza una elongacion y se obtiene el acido eicosatetranoico y finalmente
su conversion a EPA. Las rutas biosintéticas para el resto de los acidos
grasos se muestran en la Figura 2, ahi las desaturaciones se abreviaron
con D y el namero adjunto muestra el sitio de reaccion (E, elogacion;
PKS policétido sintasa). Las lineas punteadas indican reacciones que no
han sido descritas completamente.
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Figura 1. Bioquimica de sintesis de lipidos por microalgas. Adaptada de Hernandez et al., 2009. *Reaccidn 1: El Acetil-CoA entra al ciclo como sustrato para la enzima
ACCasa y se obtiene el Malonil-CoA. Reaccion 2: es catalizada la conversion de Malonil-CoA a Malonil-ACP por la Malonil-CoA: ACP tranferasa (el Malonil-CoA sera
la molécula donadora de carbon en las siguientes reacciones de elongacion). Reaccion 3: descarboxilacion del Malonil-CoA y la condensacion con el Acetil-CoA.
Reaccion 4: reduccion del 3-Cetobutiril-ACP por la 3-cetoacil-ACP reductasa Reaccion 5: deshidratacion para la obtencion de una instauracion en el carbono a por la
enzima 3-hidroxiacil-ACP deshidrasa. Reaccion 6: reduccion de la doble ligadura por la enoil-ACP reductasa. Reaccion 7: ciclo de elongacion (repeticion del paso 3 al

6) hasta la obtencion de acidos grasos saturados de 16C 0 18C 0 ambos.
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Los triglicéridos son comunmente encontrados como grasas almace-
nadas o aceites y pueden ser neutros. Estan constituidos de tres acidos
grasos esterificados via grupos hidroxilos de un grupo glicerol. En la
sintesis de triglicéridos las microalgas usan la ruta directa de glice-
rol (ver Figura 3) (Hu et al., 2008). Especificamente, los acidos grasos
producidos en los cloroplastos secuencialmente son transferidos por
la CoA a la posicion 1y 2 del glicerol-3-fosfato, obteniendo el acido
fosfatidico (PA) como metabolito central. La desfosforilacion del PA
catalizado por la fosfatasa libera diacilglicerol y finalmente un tercer
acido graso es unido a la posicion 3 libre del DGA mediante la enzima
diacilglicerol aciltranferasa. Ademas, las moléculas PA y DGA pueden
ser usadas directamente en la sintesis de lipidos polares como la fos-
fatidilcolina (PC) y galactolipidos (Yu et al., 2011).

TECNICAS PARA LA OBTENCION DE BIODIESEL A
PARTIR DE MICROALGAS

El proceso de obtencion de biodiésel a partir de microalgas se divide en
3 etapas: 1) cultivo de la cepa para la obtencion de biomasa, 2) cosecha
de biomasa y disrupcion celular y 3) reaccion de esterificacion para la
conversion a biodiésel (Koller et al., 2012).

Etapa 1: métodos para aumentar la biomasa y lipidos. Reciente-
mente se han desarrollado nuevas estrategias apoyadas con técnicas
biotecnoldgicas con el fin de mejorar los rendimientos y reducir conta-
minantes (p. ej. fitorremediacion, biopeliculas para filtracion, bioadsor-
bentes). Sin embargo, el alto costo del carbono heterotréfico (p. ej. glu-
cosa) usado como sustrato representa la principal barrera econémica
para la produccion de lipidos a partir de microalgas (Wang et al., 2014).

3

En este sentido, Mu et al. (2015) sefialaron que con el uso del bagazo
hidrolizado de cafia de azlcar para el cultivo de Chlorella protothecoi-
des (Krueger) Kalina et M. Puncoch en condiciones heterotréficas se
alcanzo una concentracion de biomasa de 24.01 g/L'y una productivi-
dad lipidica de 1.19 g/L/d, y suponen que la xilosa y la arabinosa invo-
lucradas en el ciclo de las pentosas fosfato pueden estar predominando
sobre la ruta de la glucélisis mejorando la acumulacion de lipidos. De
igual forma, Cho et al. (2015) observaron que el uso de mioinositol en
medios de cultivo a una concentracion de 500 mg/L aumento un 48% la
produccion de biomasa y un 30% la acumulacion de lipidos en Dunalie-
lla salina Ben-Amotz et Avron, también se increment6 la produccion de
acido linoleico, linolénico y linolelaidico. Por otro lado, Gui et al. (2014)
aplicaron un tratamiento de hidrélisis acida a los residuos lignocelulo-
sicos de la planta Glycyrrhiza uralensis con el objetivo de generar un
sustrato para el cultivo heterotrofico de Chlorella protothecoides, 1o que
incrementd en un 62% el rendimiento de lipidos y biomasa.

Se ha demostrado que mantener a la microalga bajo condiciones
de estrés incrementa la acumulacion de lipidos, por lo que se han
utilizado métodos como limitacion de nitrégeno y adicion de iones
metalicos y sales como EDTA, para inducir las condiciones de estrés
(Ren et al., 2014; Liu et al., 2016). En este sentido, Liu et al. (2016)
refieren que mediante una continua limitacion de nitrégeno en condi-
ciones fotoautdtrofas en cultivo por lote, C. vulgaris logra un rendimien-
to maximo de lipidos de 305.71 mg/L/d y una biomasa de 4.61 g/L.
Morales-Sanchez et al. (2014) reportan que bajo limitacion de nitrd-
geno en condiciones heterotréficas de lote post-alimentado Neochloris
oleoabundans (S.Chantanachat et H.C.Bold) J. Komarek acumula hasta
un 53.8% de lipidos, con una concentracion de biomasa de 20.9 g/L y
una productividad de 1020 mg/L/d de lipidos. Por su parte, Ren et al.
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Figura 2. Biosintesis de acidos grasos poliinsaturados en algas eucariotas. Adaptado de Harwood y Gushina, (2009).
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Fosfolipidos Fosfatidilcolina
Acil-CoA (1) Acil-CoA (2) T PO, T Acil-CoA (3)
H,~C-0-PO, f H,~C-0-PO, H,~C-0-PO, F H,~C-OH H,~C-O-acyl (3)
H -(I:-OH H -(l:-OH H -(IJ-O-acyI 2) @ H -(l:-O-acyI ) @ H —=C-0-acyl (2)
HZ-CI:—OH @ H,~C-O=-acyl (1) H,—{I.:—O-acyl (1) Hz-(lz-o-acyl 1) H,~C-O-acyl (1)
G-3-P Liso-PA PA DAG TGA

Figura 3. Ruta metabdlica de sintesis de triglicéridos en algas. (1) Enzima citosdlica glicerol-3-fosfato aciltransferasa, (2) acido liso-fosfatidico aciltranferasa, (3) acido

fosfatidico aciltransferasa, (4) diacilglicerol aciltransferasa.

(2014) evaluaron el efecto de la adicion de metales y sales, con lo que
lograron un incremento del 28.2% de lipidos, 29.7% (275.7 mg/L/d) en
la productividad y 3.49 g/L de biomasa bajo condiciones heterotréficas
y mediante la adiccion de Fe*+, Mg?+y Ca?* y EDTA en Scenedesmus sp.
De manera general, se considera que la limitacion de nitrégeno y el uso
de lote alimentado bajo condiciones de estrés nutricional de nitrégeno
ofrecen los mejores rendimientos de acumulacion de lipidos y biomasa
en cultivos de microalgas, esto debido a que la falta de nitrégeno redu-
ce la sintesis de proteinas y estimula la formacion de lipidos.

El uso de técnicas modernas enfocadas en modificaciones gené-
ticas o la seleccion de cepas mutadas son algunas de las alternativas
para aumentar los rendimientos de lipidos en microalgas y abaratar los
costos de produccion de biodiésel (Anandarajah et al., 2012; La Russa
et al., 2012). Investigaciones previas demostraron que las mutaciones
de los 3 tipos de genes homdlogos DGATS tipo-2 (Acil-CoA: diacilglice-
rol aciltransferasa) asociados con la produccion de triacilgleceridos no
presentan un aumento significativo en la acumulacion de lipidos, ade-
mas, provocan alteraciones en el perfil de los acidos grasos en Chia-
mydomonas reinhardtii P. A. Dangeard (La Russa et al., 2012). Por su
parte, Xue et al. (2015) realizaron una modificacion genética en Phaeo-
dactylum ftricornutum Bohlin para mejorar la acumulacion de lipidos
neutros. La modificacion se realizd en la enzima malica, involucrada
en el metabolismo del piruvato y fijacion de carbono. Los resultados
mostraron un incremento del 57.8% en la produccion de lipidos, man-
teniéndose una tasa de crecimiento celular similar a la cepa silvestre.
En otra investigacion, Zhang et al. (2016) bloquearon la enzima 3-1-3
gluconasa, con el producto comercial Micafungin, inhibiendo la for-
macion decrisolaminarina y asi fomentar la acumulacion de lipidos en
Isochrysis zhangjiangensis. Con esto lograron obtener un 50% mas en
el rendimiento de lipidos y una disminucién del 10% de carbohidratos.

Etapa 2: técnicas de extraccion de lipidos. No obstante el potencial
biotecnoldgico que representan las microalgas en la produccion de li-
pidos Utiles para generar biodiesel, actualmente no existen métodos a
escala industrial factibles para la extraccion de lipidos y solamente se
han reportado nuevos métodos para su uso a escala laboratorio (Neto et
al. 2013). Entre los métodos mas utilizados para la extraccion de lipidos
de microalgas estan el uso de solventes, fluidos supercriticos, campo
eléctrico de pulso, microondas y ultrasonicacion (Batista ef al., 2016;
Taher et al., 2014). En este sentido, el enfoque actual es desarrollar o
mejorar los métodos de disrupcion celular para disminuir el uso de sol-
ventes, producir menos residuos, aumentar los rendimientos y mejorar
la calidad del producto final (preservar los PUFAS) (Hidalgo et al., 2016).

La sonicacion asistida es uno de los métodos fisicos mas atractivos
para romper células y facilitar la extraccion de lipidos de microalgas.
Una investigacion realizada por Suarsini y Subandi (2011) indica que la
ultrasonicacion presenta mejores rendimientos de extraccion en com-
paracion con el método de soxhlet y maceracion y aparte reduce los
tiempos. Neto et al. (2013), por su parte, notificaron que la ultraso-
nicacion asistida logra una extraccion de lipidos del 40.3 y 39.5% en
Thalassiosiria fluviatilis y Thalassiosiria pseudonana, respectivamente.
Otro de los métodos recientemente méas estudiados es el uso de fluidos
supercriticos, donde en investigaciones como la de Nobre et al. (2013)
emplean fluidos supercriticos para la extraccion de lipidos y pigmen-
tos de Mannochloropsis sp. En su investigacion sefialan que el uso de
etanol como cosolvente y CO, supercritico mejora los rendimientos de
extraccion, alcanzando los 45 g, . /100 g, ... de lipidos y 70% de
los pigmentos, también demostraron que la masa remanente puede uti-
lizarse para la produccion de biohidrogeno mediante una fermentacion
con Enterobacter aerogenes Hormaeche et Edwards. Esta tecnologia
también ha sido aplicada en la extraccion de acidos grasos esenciales
a partir de C. protothecoides, Scenedesmus obliquus (Turpin) Hegewald
et Hanagata y Nannochloropsis salina D. J. Hibberd, logrando la re-
cuperacion selectiva del acido a-linolénico y acidos grasos w-3 en
proporciones similares para las tres microalgas, con rendimientos de
extraccion de lipidos del orden del 18.15% (Solana et al., 2014).

En relacion con el uso de solventes, investigaciones actuales se
han enfocado en disminuir su uso y aumentar el rendimiento de ex-
traccion. Abomohra et al. (2016) resaltan que es de vital importancia
optimizar la extraccion de &cidos grasos esterificados porque son los
Unicos que se usan para la produccién de biodiésel a partir de mi-
croalgas. En este sentido, mencionan que la relacién 2:1 de solventes
cloroformo: metanol durante 2 h muestran los mejores rendimientos
de extraccion de acidos grasos esterificados, sin la necesidad de apli-
car procesos de ruptura celular cuando se trabaja con S. obliquus.
Recomiendan un tratamiento previo con agua caliente por 5 min para
inactivar las lipasas y aumentar hasta un 13.7% los rendimientos de
extraccion de acidos grasos esterificados. De igual forma, Abomohra et
al. (2016) mejoraron la extraccion de lipidos de S. obliquus mediante la
optimizacion de mezclas de solventes y tiempos de extraccion aunados
a un proceso de ruptura celular. Los resultados muestran que la rela-
cion optima de solventes cloroformo: metanol fue 2:1 con un tiempo de
extraccion de 2 h sin necesidad de realizar lisis celular para la recupe-
racion de los acidos grasos esterificados. En otro estudio, Hidalgo et al.
(2016) ensayaron con mezclas de solventes polares y no polares para
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la extraccion de lipidos esterificables de B. braunii demostrando que
la mezcla cloroformo-metanol (75 % v/v metanol) fue la mas eficiente,
con un 98.9% de rendimiento de extraccion de lipidos.

Una de las tecnologias emergentes prometedoras para la extrac-
cion de compuestos debido a su bajo costo y bajas temperaturas de
operacion, es la extraccion por presurizacion ciclica. En esta técnica se
utilizan presiones moderadas (<1013 kPa), lo que reduce los costos en
comparacion con fluidos supercriticos, por ejemplo, € incluso menores
que el uso de microondas o sonicacion asistida (Ortiz et al., 2015; Ba-
tista et al., 2016). Batista et al. (2016) aplicaron esta tecnologia para
la extraccion de lipidos de Chlorella pyrenoidosa H.Chick, demostrando
que con bajos ciclos de presurizacion (300 s a 91.4 kPa + 300 s a 200
kPa por ciclo) por un tiempo de 7 h, en medio etandlico se alcanza un
72% de remocion de lipidos, con un rendimiento de 11.3% de biomasa.
De forma similar, Pieber et al. (2012) realizaron la extraccion del acido
eicosapentaenoico (EPA) de Nannochloropsis oculata Droop con fluidos
presurizados y los resultados mostraron que el metanol fue el mejor
solvente, comparado con el n-hexano, obteniendo un rendimiento del
16.7 £ 6% y 3.7 = 0.1% de acidos grasos totales y EPA, respectiva-
mente.

Otro de los métodos novedosos es el uso de pulsos eléctricos para
la lisis celular y realizar extracciones in situ. Flisar et al. (2014) probaron
un prototipo de generador de pulsos para la extraccion de lipidos de
microalgas y reportan un 22% de extraccion de lipidos. Sin embargo,
atribuyen que los rendimientos son bajos debido a problemas de recu-
peracion y cuantificacion de lipidos, ya que la ruptura celular se realizd
directamente en el reactor. En otras investigaciones similares, como la
de Seo et al. (2015) desarrollaron un método para romper la célula y
extraer los lipidos usando UV en conjunto con la reaccion de Fenton lo-
grando una eficiencia de remocion del 85% con bajas concentraciones
de H,0,(0.3%).

Etapa 3: métodos quimicos usados en la reaccion de transesterifi-
cacion. La reaccion de transesterificacion es uno de los métodos mas
estudiados y por lo tanto mas utilizados en la produccion de biodiésel.
En este proceso se da la transferencia de un grupo acilo, que puede
suceder entre un éster y un &cido (acidolisis), un éster y otro éster (in-
teresterificacion) o entre un éster y un alcohol (alcohdlisis) (Freire et al.,
2011) (ver Figura 4).

El desarrollo de nuevos catalizadores que mejoren las condiciones
de los procesos de esterificacion, reduciendo los impactos ambienta-
les y la corrosion que causa el uso de catalizadores convencionales
(NaOH, KOH y H,S0,), representa un reto para la sustentabilidad de los
procesos de esterificacion (Hwa et al., 2014a). En este sentido, Hwa
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et al. (2014a) probaron el metoxido de calcio (Ca(OCH,),) como cata-
lizador en presencia de metanol y lipidos recuperados de N. oculata y
sefialaron un rendimiento del 92% a 60 °C, siendo este 22% superior
al registrado con el catalizador de Mg-Zr. En otro analisis, Hwa et al.
(2014b) formularon un catalizador mixto de ¢xido de calcio y magnesio
(CaMgO) soportado en alimina (Al,0,) con el cual se alcanzaron rendi-
mientos del 85.3% de transesterificacion y un soporte estable y reusa-
ble. Macias-Sanchez et al. (2015) aplicaron un método de transesterifi-
cacion directa de Nannochloropsis gaditana L. M. Lubin. El proceso de
catalisis lo realizaron con metanol usando como catalizador cloruro de
acetilo al 5% a 100 °C durante 105 min, y consiguieron una pureza del
82.7% de acidos grasos metil-esterificados. De igual forma, Mathimani
et al. (2015) mencionan que el H,50, al 3.5% por 2.4 h en presencia
de metanol logra los mejores rendimientos para la reaccion de metil-
esterificacion (60%), utilizado Chlorella sp. BDUG 91771.

Métodos biotecnoldgicos. Actualmente las lipasas usadas para la pro-
duccion de biodiésel son obtenidas principalmente de hongos (levadu-
ras y hongos filamentosos) y algunas se encuentran disponibles en el
mercado (Novozym 435, Lyposime RM IM, Lypozime TL IM) (Yan et al.,
2014). Estas lipasas presentan diversas ventajas, como el poco reque-
rimiento energético, la alta calidad de biodiésel producido y la casi nula
generacion de residuos (Meng et al., 2014). Aarthy et al. (2014) sostie-
nen que es posible aplicar procesos biotecnologicos para realizar una
biocatalisis utilizando lipasas de levaduras como Candida antarctica
(Goto, Sugiyama & lizuka) Q. M. Wang, Begerow, F. Y. Bai & Boekhout, C.
rugosa (H.W. Anderson) Diddens & Lodder, Crytococcus sp., Trichospo-
rum asahii Akagi ex Sugita, A. Nishikawa & Shinoda y Yarrowia lypolitica
(Wick., Kurtzman et Herman) Van der Walt et Arx alcanzado rendimien-
tos de hasta 96% con bajas temperaturas. Por su parte, Aguieras et
al. (2015) reportan la obtencion de lipasas para la produccion de bio-
diésel de hongos filamentosos como Rhizomucor miehei (Cooney et R.
Emers.) Schipper, Rhizopus oryzae Went et Prins. Geerl., Thermomyces
lanuginosus Tsikl, Aspergillus niger Tiegh'y Penicillium expansum Link,
y sefialan que otra alternativa viable es utilizar las células completas
para la biocatélisis.

Guldhe et al. (2016) proponen la obtencion de biodiésel utilizando
lipasas de A. niger como biocatalizadores alcanzando, un porcentaje de
conversion del 53.76% a 35 °C en presencia de metanol. Sin embargo,
estos rendimientos pueden considerarse bajos en comparacion con los
obtenidos con enzimas comerciales como Novozym 435. En virtud de
ello, Navarro-Lopez et al. (2015) dieron a conocer la elaboracion de
biodiésel a partir de Nannochlorpsis gaditina L. M. Lubin-empleando
la enzima comercial Novozym 435 a partir de 4 lipasas. La conversion
alcanzada en este caso fue de 94.7% de acidos grasos metil-esterifi-

CH2-00C-Ry R,-O0C-R’ CH,-OH
|CH OO0C-R Caiizaim ) |

5 -K5 ! - R -
| 2 2 + i:oﬁ:l -— R, O+OC R Cle OH
CH,-O0C-R; R;-O0C-R’ CH,-OH
Triglicérido Esteres Glicerol

Figura 4. Reaccion de transesterificacion para la produccion de biodiésel.
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cados (biodiésel), en un proceso de reaccion de 48 h con 10 mL alcohol
t-butanol/g de lipidos saponificables (LS), y una relacion molar 11:1
metanol/LS. De igual forma, Castillo-L6pez et al. (2015), utilizaron No-
vozym 435 con lipasas de C. antartica logrando un 92.6% de grado de
esterificacion, produciendo un biodiésel con 83% en peso de pureza a
partir de N. gaditana. Las condiciones dptimas previamente expuestas
se alcanzaron con una relacion 1.5:1(metanol/acidos grasos libres) y
15:1 (Novozym 435/4cidos grasos libres) a 25 °C durante 4 h. Es po-
sible deducir que la eficiencia de las enzimas comerciales Novozym
435 es similar (mayor al 90%) aun cuando se trabaja con diferentes
especies de microalgas y bajo diferentes condiciones de extraccion.

A pesar de los altos rendimientos de conversion de biodiésel usan-
do enzimas comerciales, se considera que la produccion enzimatica de
biodiésel a base de microalgas no es factible debido al elevado costo
de los procesos de aislamiento, purificacion, inmovilizacion y a la baja
estabilidad de las lipasas en medio etandlico (Ognjanovic et al., 2009),
de modo que se ha trabajado en el desarrollo de métodos libres de
solventes, lo cual evita riesgos de flamabilidad, toxicidad y reduce el
costo por el uso de solventes y procesos de separacion, ademas del
desarrollo de soportes para enzimas economicos y biosustentables,
que mejoren el rendimiento de produccion de biodiésel (Li et al., 2014).

Surendhiran et al. (2014) desarrollaron un método para la obten-
cion de biodiésel a partir de Chlorella salina inmovilizando la levadura
Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F. C. Harrison ‘MTCC9737’ en un
soporte a base del gabazo de la cafia de azucar en medio no alcoho-
lico. Los resultados mostraron un 85.2% de rendimiento de biodiésel
con una relacion 1:12 acetato de metilo/aceite a 40 °C durante 60 h.
Duraiarasan et al. (2016), por su parte, disefiaron un soporte mediante
nanoparticulas magnéticas para la extraccion y conversion directa de
biodiésel a partir de los acidos grasos obtenidos de C. salina Butcher.
El método implementd la inmovilizacion de celulasas y lipasas con un
rendimiento maximo de 93.56% con una eficiencia hasta por 10 ciclos,
alcanzando resultados similares a los obtenidos con sistemas comer-
ciales.

Cultivo de microalgas. En general, las microalgas dependen para su
crecimiento de un suministro de carbono y de una fuente de luz para
realizar la fotosintesis. Sin embargo, como respuesta a los cambios en
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las condiciones ambientales, pueden poner en funcionamiento diversos
tipos de metabolismo (fotoautotréfico, heterotréfico, mixotréfico, foto-
heterotrdfico). Al considerar el empleo de microalgas para la produc-
cion de biodiésel, es importante definir cuantitativamente la influencia
de factores que intervienen en su crecimiento y que favorecen la pro-
duccion de lipidos, asi como su interrelacion para poder manipularlos
en la obtencion de biomasa con las caracteristicas deseadas (Arias et
al., 2013).

En la actualidad, la produccion fotoautotréfica es la Gnica técnica
econdmicamente viable a gran escala para la produccion de bioma-
sa (Borowitzka, 1997). Los dos sistemas mas ampliamente utilizados
son las lagunas abiertas y los fotobiorreactores cerrados (Borowitzka,
1999). La viabilidad técnica de cada uno de estos sistemas se ve in-
fluenciada por las propiedades intrinsecas de la cepa seleccionada, asi
como las condiciones climaticas y los costos por espacio y agua (Bo-
rowitzka, 1992).

Un fotobiorreactor es un reactor en el que células de plantas o
algas fototrofas se cultivan o se utilizan para llevar a cabo una reaccion
fotobioldgica. Los sistemas de cultivo abierto son normalmente menos
caros de construir y operar, mas duraderos que los grandes reacto-
res cerrados y con gran capacidad de produccion en comparacion con
los sistemas cerrados (Yen ef al., 2014). En la tabla 2 se muestran las
ventajas y desventajas de los fotobiorreactores y las lagunas abiertas.

BIORREFINERIA: SISTEMAS DE DOBLE PROPOSITO
PARA EL CULTIVO DE MICROALGAS

El concepto de biorrefinacion es similar al de refinerias de petréleo en
que multiples combustibles y productos quimicos se obtienen utilizando
el petroleo crudo como material de partida. Biorrefineria, por lo tanto,
se define como el procesamiento de biomasa sostenible para obtener
energia, biocombustibles y productos de alto valor a través de procesos
y equipos para la transformacion de biomasa (Trivedi et al., 2015).

También es importante tener en cuenta que el costo de la produccion
de microalgas es alrededor del 90% de la produccion de biodiésel, esto
indica que los esfuerzos en el desarrollo y la investigacion deben centrar-
se en reducir los costos de produccion de microalgas (Cheali et al., 2015).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los sistemas de lagunas abiertas y fotobiorreactores.

Medio de cultivo Ventajas Desventajas Referencia
Lagunas abiertas  Méas baratas de construir y mas féciles de Baja productividad, por lo tanto, mas terreno  Palomino et al. ( 2010?)
operar? necesario para el cultivo ® Amaro et al. (2011Y)
Mantenimiento y limpieza mas facil que Contaminaciones provenientes del ambiente ¢ Brennan et al. (20107
fotobiorreactores® Ntmero de especies de microalgas limitadas gchenk et al. (20089
para este cultivo* Borowitzka (1999°)
Fotobiorreactores  Produccion continua, trabajo minimo y mejor ~ Costo inicial mayor? Arudchelvam et al. (2012)

proceso de proceso y gestion’

Puede usar luz artificial y natural, lo que
aumenta el rendimiento total de las especies
de microalgas®

Mejor control sobre las condiciones de cultivo y
mayor nimero de especies cultivadas”

Alto consumo de energia® Chisti (20079)

Yen et al. (2014")

*La letra que aparece como superindice relaciona la referencia citada con la respectiva ventaja o desventaja.
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El costo de producir biodiésel puede ser tedricamente compensado
por los ingresos generados por otros coproductos de la biomasa (Vo-
nortas & Papayannakos, 2014). Las microalgas contienen cantidades
significativas de proteinas y carbohidratos, asi como pequefias cantida-
des de compuestos funcionales de alto valor, por ejemplo, astaxantina,
carotenos, clorofila, acidos grasos libres y acido linoleico (Rashid et al.,
2014). Cada uno de éstos puede ser utilizado para generar produc-
tos de interés industrial en una biorrefineria. Estudios recientes han
concluido que la produccion de biodiésel a escala industrial puede ser
econdmicamente sostenible si la estrategia de la refineria se basara en
la produccion de biomasa (Wijffels et al., 2010).

En una biorrefineria, los lipidos crudos son fraccionados en com-
puestos de alto valor agregado y lipidos para biodiésel (acilgliceroles)
(Yan et al., 2014). Si las especies de microalgas contienen un alto nivel
de proteinas, la biomasa residual de la produccion de biodiésel puede
ser utilizada como alimentacion de ganado. Si la especie contiene altos
niveles de carbohidratos, la biomasa residual puede ser fermentada
para producir bioetanol (Halim et al., 2012).

Por otro lado, en los dltimos afios se ha conceptualizado el tér-
mino “sistemas de doble proposito” para describir al conjunto de
procesos encaminados en la reincorporacion de nutrientes presentes
en efluentes residuales en la produccion de biomasa (Olguin, 2012;
Robles-Pliego et al., 2015). La biomasa generada, de acuerdo con sus
caracteristicas, puede ser empleada para la obtencion de productos de
alto valor agregado y biocombustibles, principalmente, en el contexto
de una biorrefineria.

Especificamente, en el desarrollo de sistemas de doble proposito
en el contexto de biorrefinerias de microalgas, se puede optar por un
disefio modular en donde se establezcan procesos y operaciones uni-
tarias bien definidas (Figura 5). Para lo anterior, deben considerarse
modulos de biorremediacion y obtencion de biogas, como los mddulos
de pretratamiento de efluentes residuales y el de digestion anaerobia
de residuos con elevada carga organica; un madulo por etapas de cul-

345

tivos monoalgales o en consorcios microalga-bacteria; un médulo de
recuperacion de biomasa mediante métodos mecanicos, asi como asis-
tidos por procesos fisicoquimicos, como la induccion de floculacion; y
el modulo de obtencion de productos de interés, en donde se llevan a
cabo procesos de extraccion o reaccion y purificacion.

En lo que respecta al mddulo de cultivo de microalgas por etapas,
en la Figura 6 se muestra un ejemplo de las etapas en el cultivo de
microalgas. La primera etapa consiste en la preservacion de cepas, la
produccion y propagacion del indculo en fotobiorreactores. La produc-
cion del indculo se realiza bajo condiciones controladas de crecimiento
en medios de cultivo minerales sintéticos y estériles, lo que significa
bajos volimenes de produccion. Por su parte, la propagacion del indcu-
lo se puede realizar en condiciones asépticas o en medios no estériles
y con medios sintéticos o alternativos, como diluciones de efluentes
residuales con agua corriente. Sin embargo, esto tltimo lleva consigo la
posible contaminacion del indculo y la competencia por nutrientes con
otros microorganismos presentes en los medios alternativos no estéri-
les (Olguin et al., 2013).

La segunda y tercera etapa del mddulo se enfocan en la produccion
a mayor escala de las cepas o consorcios de microalgas de interés.
El objetivo de la segunda etapa es obtener cultivos con alta densidad
celular, por lo regular superiores a 1 g/L. En esta etapa se implementan
cultivos fotoautotroficos, heterotréficos y mixotréficos, que se distin-
guen de acuerdo a la adicion de su fuente de carbono y de su modo de
operacion (Lowrey et al., 2015).

En los cultivos fotoautotroficos la fuente de carbono es inorganica,
regularmente CO,, proporcionada mediante una mezcla aire-CO,, en
donde la concentracion de CO, regularmente no rebasa el 10% (v/v) y
la energia luminica para las funciones fotosintéticas de las microalgas
es suplementada por luz natural o artificial. En el caso de luz natural
el fotoperiodo estara definido por la posicion geogréfica y estacion del
afo, mientras que en caso de luz artificial los cultivos se pueden operar
inclusive bajo luz continua.

Mddulo de .
Pretratamiento hlg?d:slfc)ig:
i i Angerobia
residual
Mddulo de
Cultivo de
microalgas por
etapas
|
Y
Mddulo de Mdédulo de
Recuperacién Obtencidn de
de biomasa Productos

Figura 5. Diagrama modular de operacion de sistemas de doble propdsito para el cultivo de microalgas.
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.............................................. Eiapa
Preservacion de Cepas Propagacién de Inéculo
Inéculo Fotobiorreactores
l ...................... T ——
Cultivo de microalgas en suficiencia de nutrientes
Cultivo Cultivo Cultivo
Fotoautotroéfico Heterotrdéfico Mixotréfico
Produccién de Biomasa
microalgal bajo operacion
de lote alimentado
................................................................................. Etapa2  :
: Cultivo de microalgas en deficiencia de nutrientes
Induccién de acumulacion
de lipidos o metabolitos
secundarios de interés comercial
Etapa 3

Figura 6. Diagrama de bloques en el cultivo de microalgas por etapas.

En cultivos heterotrdficos la fuente de carbono es organica, como
glucosa, glicerol, algdn acido graso de bajo peso molecular (AGV) o en
algunos casos se han utilizado residuos industriales ricos en glucosa
como la melaza (Bumbak et al., 2011, Liu et al., 2013). Estos cultivos se
realizan en fermentadores de gran capacidad bajo condiciones contro-
ladas de pH, temperatura, agitacion y sin fuente de energia luminosa.
La operatividad de estos procesos resulta costosa; sin embargo, las
mayores densidades celulares en el cultivo de microalgas se alcanzan
en este tipo de cultivos y en condiciones asépticas, por lo que son am-
pliamente utilizados para la obtencion de nutracéuticos y productos de
consumo humano (Bumbak et al., 2011).

En los cultivos mixotréficos se tienen ambas fuentes de carbono,
organica e inorganica, ademas de una fuente de luz, de manera que la
microalga puede aprovechar ambas fuentes de carbono para su creci-
miento (Lowrey et al., 2015). En sistemas de doble propdsito la fuente
organica de estos cultivos regularmente proviene de carbono de efluen-
tes con elevada carga organica (digestato) y el carbono inorganico de
mezcla de gases de combustion y aire (Olguin et al., 2015a; 2015b).
En algunos casos también se ha optado por sales de carbonato como
fuente inorganica de carbono (Murray et al., 2012; Olguin et al., 2015b).

Ya que en la segunda etapa del mddulo de cultivo de microalgas el
principal objetivo es maximizar la produccién de biomasa, en la Figura
6 se sugiere que los cultivos sean operados como lote alimentado, de
esta manera se ha observado que se obtienen altas densidades celu-

lares incluso en cultivos en continuo (Cheirsilp & Torpee, 2012; Ji et
al., 2015). Bajo operacion de lote alimentado los nutrientes que son
rapidamente consumidos son repuestos periddicamente, de manera
que la densidad no disminuya por la falta de nutrientes. En cultivos
mixotréficos, donde los nutrientes provienen de efluentes residuales,
la operacion por lote alimentado puede no ser la mas apropiada, ya
que agregar periddicamente efluente residual al cultivo incrementa la
turbidez y limita el paso de luz inhibiendo los procesos fotosintéticos
de las microalgas. Ante esto, para la operacion de lote alimentado en
estos cultivos se puede optar por agregar sales minerales de bajo costo
unicamente de los macronutrientes mas importantes, como NH,HCO,,
que cumple la doble funcién de ser fuente tanto de nitrégeno como de
carbono (Olguin et al., 2015h).

El objetivo de la tercera etapa es la induccion de acumulacion de
productos de interés. Estos pueden ser lipidos o metabolitos secunda-
rios, como pigmentos o carotenoides, que ante condiciones de estrés
la microalga utiliza como mecanismos de defensa (Hu et al., 2008; Le-
moine & Schoefs, 2010; Mulders et al., 2014). En el caso de los lipidos,
se considera que ante estrés nutricional o fotoinhibitorio, las microalgas
acumulan estos en organelos que sirven como depdsitos de reserva de
energia (Wijffels & Barbosa, 2010; Klok et al., 2013). La falta o limita-
cion de nitrdgeno en los medios de cultivo de microalgas se considera
como el principal estrés nutricional involucrado en la acumulacion de
lipidos y de metabolitos secundarios (Gouveia & Oliveira, 2009).
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La etapa de estrés puede realizarse en los mismos fotobiorreac-
tores de la segunda etapa sin la adicion de nutrientes y alargando el
tiempo de residencia, hasta obtener la maxima acumulacion de meta-
bolitos de interés sin que se presente una disminucion significativa de
su densidad celular. Durante la operacion de esta etapa no se aconseja
la dilucion del medio de cultivo para disminuir la concentracion de nu-
trientes, ya que esto a su vez diluye la densidad celular y dificulta ain
mas la recuperacion de biomasa.

Con un enfoque sustentable de sistemas de doble propésito, la Fi-
gura 7 muestra el diagrama de bloques para obtencion de productos de
alto valor agregado y biocombustibles a partir del cultivo de microalgas
en dos procesos interconectados en el concepto de una biorrefineria.
En el Proceso |, para la obtencion de pigmentos y nutracéuticos, el cul-
tivo supone condiciones de crecimiento controladas y medios de cultivo
estériles. Mientras que en el Proceso Il el cultivo de las microalgas o
consorcio microalgas-bacterias se realiza en condiciones exteriores a
grandes volimenes y bajos costos de operacion.

Aun cuando se tiene toda esta informacion sobre la produccion de
biodiésel y la obtencion de compuestos de alto valor agregado a partir
de la biomasa de microalgas, existe mucho campo fértil para realizar
investigacion sobre el mejoramiento de métodos de cultivo, la identifi-
cacion y obtencion de nuevos productos, mejoramiento de procesos de
cosecha y de extraccion de compuestos, analisis de ciclo de vida y es-
tudios de viabilidad econdmica, entre muchos otros (Freire et al., 2011).
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CONCLUSIONES

La necesidad de desarrollar combustibles renovables y ecoldgicos es
cada vez mas evidente. El uso de microalgas para la obtencion de bio-
diésel representa una alternativa viable por su alto contenido lipidico
y su perfil de &cidos grasos, sin embargo, hace falta el desarrollo de
tecnologias que reduzcan el costo de produccion. La transesterificacion
en la actualidad resulta ser el método mas barato para la produccion
de biodiésel. Sin embargo, actualmente no se han logrado precios com-
petitivos frente a los producidos a partir de recursos fdsiles. Los prin-
cipales factores que incrementan los precios de obtencion de biodiésel
son los métodos de cultivo, la extraccion de lipidos (downstream) y los
procesos de bioconversion.

El uso de campos eléctricos, extraccion por presurizacion ciclica,
microondas y sonicacion se perfilan como métodos novedosos para
la recuperacion de lipidos intracelulares. Actualmente, el proceso de
transesterificacion puede realizarse mediante el uso de lipasas comer-
ciales o mediante la catdlisis directa, utilizando microorganismos como
levaduras y hongos filamentosos. Los sistemas de cultivo de doble pro-
pdsito son un proceso novedoso que podria disminuir los costos, debido
a que permite incrementar la biomasa reincorporando los nutrientes
presentes en efluentes residuales. En este trabajo, ademas, se propone
un disefio modular para sistemas de doble propdsito y se describen
detalladamente diferentes etapas de este disefio, principalmente enfo-
cadas en el modulo de cultivo de microalgas que es la parte nodal de
esta investigacion.
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Figura 7. Diagrama de bloques para el cultivo de microalgas en un sistema de doble propdsito aplicado al concepto de biorrefineria.
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RESUMEN

Antecedentes. Debido a que no existen estudios sobre el lixiviacion de nutrientes de las heces de camardn Litope-
naeus vannamei, se disefid el presente estudio. Objetivos. Estimar la pérdida de nutrientes de las heces del camardn
blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamej). Métodos. Se utilizaron 15 juveniles de 4.9 + 1.0 g de peso por cada uno
de cuatro acuarios replicados por tratamiento. En un ensayo de alimentacién con una dieta de referencia comercial, la
cual fue reprocesada para afiadir 1% de oxido de cromo como marcador inerte y 1% de alginato de sodio (aglutinante).
El tratamiento 1(T1) consistio en que las heces permanecieron en agua marina durante 3 horas después de su colecta,
mientras en el tratamiento 2 (T2), las heces fueron colectadas y congeladas inmediatamente después de su emision.
Ademas existi6 alternancia de los tratamientos en las réplicas. Resultados. EI contenido de materia seca (MS), proteina
cruda (PC) y aminoacidos totales en heces fue muy similar para los dos tratamientos. El mismo efecto se presentd para
los coeficientes de digestibilidad aparente de MS, PC y aminoécidos. Conclusiones. Con base en lo anterior podemos
inferir que la lixiviacion de nutrientes (MS, PC y AA) de las heces de camarones no se ve afectada por efecto del tiempo de
colecta en un lapso igual 0 menor a 3 horas después de su emision y por lo tanto, no es necesario ajustar los coeficientes
de digestibilidad aparente de materia seca, proteina cruda y aminoacidos.

Palabras clave: Digestibilidad, heces, Litopenaeus vannamei, lixiviacion.

ABSTRACT

Background. There are no studies on nutrient leaching from feces in shrimp (Litopenaeus vannamei). Goals. Estimate the
nutrient loss in feces from the Pacific white shrimp. Methods. A bioassay was conducted in order to evaluate the effect
of collection time on nutrient loss in feces. Dry matter (DM), crude protein (CP), amino acids (AA), and concentration of
chromic oxide (Cr,0,) were measured in feces. Fifteen juveniles of Pacific white shrimp having an average weight of 4.9
+ 0.1 g were distributed in 4 replicate aquariums per treatment. Shrimp were fed with a reference diet (commercial diet)
that was previously reprocessed to add 1% chromic oxide as an inert marker and 1% sodium alginate (binder). Treatment
1(T1) consisted of leaving the feces in seawater for 3 hours after collection. In addition, there was alternation between the
treatments in the replicates. In the second treatment, feces were immediately collected and frozen after they were emit-
ted (T2). Results. The content of DM, CP, and total amino acids in feces for both treatments was similar. The same result
was observed for the apparent digestibility coefficients of DM, CP, and total amino acids. Gonclusions. Based on these
results, we can infer that under the conditions of this experiment, nutrient leaching from juvenile Litopenaeus vannamei
feces is not affected by collection time in a period equal or less than 3 hours after emission and, therefore, there is no
effect on the estimation of the apparent digestibility coefficients of DM, CP, and amino acids.

Key words: Digestibility, feces, leaching, Litopenaeus vannamei.
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INTRODUCCION

El camardn blanco (Litopenaeus vannamei, Bonne, 1931) es la especie
que mas se cultiva a nivel mundial, por lo que ha superado a la pro-
duccion pesquera. La industria del cultivo de camardn busca producir
biomasa con méximos rendimientos al costo minimo; en este aspecto,
el uso de alimentos balanceados altamente digestibles puede mejorar
la produccion de camarén e incrementar las utilidades, ademas de re-
ducir considerablemente la contaminacion ambiental. En este sentido,
el precio del alimento es uno de los factores que mas repercuten sobre
los costos variables de produccion en las granjas acuicolas, donde este
insumo llega a representar entre 40 y 60% (Reyes, 1998). Por lo tanto,
la calidad y el costo del alimento son factores criticos para la rentabi-
lidad de una granja camaronera. La determinacion de la digestibilidad
aparente de los nutrientes y alimentos en organismos acuéaticos puede
ser afectada por una estimacion erronea de la cantidad de los nutrien-
tes defecados, en particular, cuando estos nutrientes se lixivian durante
el tiempo que las heces permanecen en el agua antes de ser recolec-
tadas. Este efecto puede generar una subestimacion de la cantidad de
nutrientes en las heces y por lo tanto, una sobreestimacion del valor de
la digestibilidad aparente (Ricque et al., 2006).

Considerando lo anterior, existen muchos estudios sobre la digesti-
bilidad aparente de nutrientes en camarones. En algunos de ellos se
considera la lixiviacion de nutrientes en los pellets para ajustar los co-
eficientes de digestibilidad aparente (Ricque et al., 2006; Cruz-Suarez
et al., 2009; Nieto-Lopez et al., 2011, Villarreal-Cavazos et al., 2014).
Sin embargo, en términos de lixiviacion de nutrientes en las heces y
con ajustes en los célculos de digestibilidad aparente, solo existen dos
estudios: Fenucci et al. (1982) realizaron el primero, con camarén azul
del Pacifico (Penaeus stylirostris Stimpson, 1874); mientras que el se-
gundo lo llevaron a cabo Smith y Tabrett (2004) con camarén tigre ne-
gro (Penaeus monodon Fabricius, 1798). En cuanto al camarén blanco
del Pacifico, no existe informacion disponible en este tema, por lo que
el objetivo del presente estudio fue evaluar dos tiempos de colecta de
heces y determinar sus efectos sobre la pérdida de materia seca (PMS),
proteina cruda (PPC) y aminoacidos (PAA) de las heces de juveniles de
Litopenaeus vannamei .

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de dieta experimenta. La dieta de referencia consistio en
un alimento balanceado tipo comercial (Tabla 1), formulado y fabricado
por la compania Alimentos Costamar. El alimento fue molido y tamizado
a 250 pm, para después ser mezclado con un marcador inerte (1% de
oxido de cromo, Impex Continental lote 52-0305) y 1% de aglutinante
(alginato de sodio, Aldrich-180947). La dieta se reconstituyd de acuer-
do con la metodologia descrita por Villarreal-Cavazos et al. (2011). Los
ingredientes se incorporaron en una mezcladora KitchenAid durante 10
min, y luego de agregar agua tibia (30%), durante 15 min se proceso la
mezcla en un molino de carne (Torrey) con un dado con perforaciones
de 1.6 mm de didmetro. El tiempo requerido para el procesado de la
dieta fue de 40 min/kg™, alcanzando temperaturas de 75-80°C. Para
secar los extrudidos se utilizd un horno ventilado a 100°C durante 8
min y permanecieron a temperatura ambiente durante una noche para
finalmente almacenarlos a 4°C hasta su uso.

Animales y acuarios experimentales. En este estudio se utilizaron 15
juveniles de camardn blanco del Pacifico (L. vannamei) con una talla
promedio de 4.9 + 1.0 g por cada acuario.
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Los organismos provinieron de la compaiia mexicana Maricultura
del Pacifico (Mazatlan, Sinaloa). Se utilizaron 4 acuarios experimentales
de 120 | en un sistema de recirculacion de agua marina sintética con
capacidad de 9 toneladas métricas. Este contd con un sistema de recir-
culacion “air lift” (por acuario), un filtro bioldgico de contacto rotativo,
un filtro de carbon activado, filtros de cartucho de 50 micras, un filtro
de perlas BBF2 (Aquaculture Systems Technology LLC, New Orleans
LA, EUA), un filtro de luz ultravioleta y tres fraccionadores de espuma.

Diseiio experimental. La prueba se basd en dos tratamientos repre-
sentados por diferentes tiempos de permanencia de las heces en agua.
Cada tratamiento experimental consistié de cuatro acuarios replicados
(réplicas bioldgicas) distribuidos de la siguiente forma: se destinaron 2
para el tiempo 1y los dos restantes para el tiempo 2. Al dia siguiente
los acuarios se alternaron de tratamiento; de tal manera que cada tiem-
po de colecta obtuvo 4 réplicas bioldgicas. En cada caso se utilizé un
disefio completamente aleatorio y cada analisis quimico se realizo por
cuadruplicado (réplicas analiticas).

El tratamiento 1 (T1) consisti en realizar tres colectas de heces.
La primera iniciaba una hora después de la alimentacion, y las dos co-

Tabla 1. Composicion proximal y contenidos de aminoacidos (% base
seca) de la dieta experimental para camardn blanco del Pacifico.

Composicion dieta DR
Proteina cruda (Nx6.25) 34.8
Lipidos 9.6
Fibra 3.2
Cenizas 11.8
Extracto libre de nitrdgeno 40.7
Arginina 2.01
Fenilalanina 1.5
Histidina 0.8
Isoleucina 1.3
Leucina 2.3
Lisina 1.9
Metionina 0.7
Treonina 1.3
Valina 1.6
Suma de AAE 13.4
Acido Aspartico 2.9
Acido Glutamico 6.1
Alanina 1.8
Cistina 0.4
Glicina 21
Prolina 2.2
Serina 14
Suma de AAT 30.4

DR: dieta de referencia; AAE: aminoacidos esenciales; AAT: aminoacidos totales.
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Lixiviacion de heces en camarén

lectas adicionales fueron realizadas con un intervalo de una hora entre
ellas. La recoleccion de heces fue por sifoneo a una cubeta de 2 litros.
Posteriormente, las heces se trasladaron por gravedad a canastillas de
unicel (500 ml) donde fueron seleccionadas (pipetas plasticas de suc-
cion de 2 ml). Se eliminaron los restos de alimento, heces amarillas y
cafés, colectando Unicamente las heces verdes, que permanecian en
su canastilla de unicel con un poco de agua marina en refrigeracion a
4°C durante 3 horas.

El mismo procedimiento se repiti6 para la segunda colecta co-
rrespondiente a la misma alimentacion (se utilizd una canastilla de
unicel por cada colecta). Al terminar con la tercera colecta, las heces
fueron lavadas (dos veces) con agua destilada para eliminar el exceso
de sales, ya que éstas pueden interferir con los andlisis posteriores,
y finalmente se concentraron en un frasco de plastico con tapa y se
congelaron a -20°C hasta su procesamiento.

En el tratamiento 2 (T2) la recoleccion de las heces de la prime-
ra racion comenzo 15 minutos después de la primera alimentacion y
siguio con intervalos de 15 minutos. La segunda racion de heces se
recolectaron con el mismo intervalo. La recoleccion de heces se realizo
por succion directa del acuario utilizando una micropipeta de succion.
Se seleccionaron solo las heces de color verde, se lavaron inmediata-
mente en agua destilada para ser concentradas sin agua en un frasco
de plastico con tapa, el cual permaneci6 en hielo durante las colectas
y después fue congelado inmediatamente a una temperatura de -20°C.

La dieta experimental fue ofrecida ad libitum. Se inici6 con el 10%
de la biomasa de cada acuario, cantidad que fue dividida en dos racio-
nes por dia (50% de la racion diaria cada una); la primera se ofrecio a
las 9:00 y la segunda a las 13:00 horas. Se realizaron 3 colectas por
cada alimentacion. La cantidad minima de heces frescas recolectadas
fue de 8 g por replicado y por tratamiento. Las heces recolectadas fue-
ron almacenadas en congelacion a -20°C para después ser liofilizadas,
molidas y almacenadas en congelacion hasta su uso.

Analisis quimicos. La composicion bromatoldgica de la dieta experi-
mental y las heces fueron determinadas utilizando los siguientes mé-
todos: determinacion de humedad, método 930.15; determinacion de
proteina cruda, método 990.03; ceniza, método 942.05; fibra, método
962.09B (A.0.A.C. 1997); lipidos, Soxhlet (Tecator. 1983), y el extracto
libre de nitrégeno fue calculado por diferencia. La pérdida de nutrientes
en agua marina también se estimo acorde a la técnica reportada por
Villarreal-Cavazos et al. (2014). El contenido de cromo fue determinado
mediante el método descrito por Bolin et al. (1952), modificado por
Cruz-Suarez et al. (2009). Las determinaciones de AA se realizaron a
través de los procedimientos descritos por Llames y Fontaine (1994) y
Fontaine (2003).

Coeficientes de digestibilidad aparente. Los coeficientes de diges-
tibilidad aparente de materia seca, proteina y aminoacidos (CDA) de
la dieta fueron calculados usando la ecuacion reportada por Villarreal-
Cavazos et al. (2014).

Analisis estadistico. Los valores se analizaron con una prueba t de
Student para establecer posibles diferencias entre los tratamientos
evaluados, con un nivel de significancia p <0.05. Las pruebas esta-
disticas se realizaron mediante el programa computacional SAS (2008)
version 9.1.3.

Vol. 27 No. 3 2017

355

RESULTADOS

La composicion quimica de la dieta experimental se presenta en la tabla
1, donde se observa que el contenido de proteina cruda fue de 34.8%,
el de lipidos, 9.6%, el de fibra cruda, 3.2% y el de cenizas, 11.8%; adi-
cionalmente, se muestra el contenido de aminoécidos. Los resultados de
proteina cruda en las heces oscilaron entre 28.9 (T1) y 29.0% (T2). Las
concentraciones de 6xido de cromo promedio fueron de 4.1% (T1) frente
a 4.0% (T2). Adicionalmente, se determiné el contenido de aminoacidos
de las heces recolectadas en diferentes tiempos, donde se encontrd que
las concentraciones de aminodcidos entre los tratamientos mostraron di-
ferencias inferiores al 10%, con excepcion de arginina, metionina, alanina
y acido glutamico (11%), que fueron mas altas para el T1, en general;
s6lo la prolina registrd una menor concentracion para el T1 (20%) que el
T2. La suma de amino&cidos fue de 16.1% (T1) contra 14.8% (T2) (Tabla
2). Los CDA de materia seca (Tabla 3) fueron estadisticamente iguales,
con 75.2% (T1) vs 74.7% (T2) y el mismo resultado se presentd en PC
80.1% (T1) frente a 79.9% (T2), es decir, no se presentaron diferencias
estadisticas entre los tratamientos para estos parametros. Los CDA de AA
no presentaron diferencias significativas.

Tabla 2. Contenido de Materia seca, proteina cruda Cr,0, y aminoa-
cidos (%base seca) en heces de camaron blanco del Pacifico colecta-
das después de 3 horas de permanencia en agua (T1) versus colecta
inmediata (T2).

Composicion dieta T T2 lee;zz?ma
Materia seca 92.2 91.9 0
Proteina cruda 28.9 29.0 0
Cr,0, 41 4.0 0
Aminoécidos esenciales

Arginina 1.0 0.9 11
Fenilalanina 0.9 0.8 10
Histidina 0.4 0.3 8
Isoleucina 0.7 0.6 10
Leucina 1.2 1.0 10
Lisina 0.8 0.7 7
Metionina 0.4 0.3 11
Treonina 0.8 0.7 10
Valina 0.9 0.8 9
Suma de AAE 7.0 6.3 10
Acido Aspartico 1.8 1.6 10
Acido Glutamico 2.4 2.1 11
Alanina 1.3 1.1 11
Cistina 0.2 0.2 0
Glicina 17 1.5 1
Prolina 0.9 11 20
Serina 0.9 0.8

Suma de AAT 16.1 14.8

AAE: aminodcidos esenciales; AAT: aminodcidos totales.



356

Tabla 3. Coeficientes de digestibilidad aparente de la dieta de camaron
blanco del Pacifico calculados a partir de heces colectadas después de
3 horas de permanencia en agua (T1) versus colecta inmediata (T2).

Composicion dieta T T2 Diferencia
(%) (%) (%)
Materia seca 75.2 747 0.5
Proteina cruda 80.1 79.9 0.2
Aminoéacidos esenciales
Arginina 87.0 88.1 -1.1
Fenilalanina 84.9 86.1 -1.2
Histidina 87.3 88.1 -0.8
Isoleucina 85.7 86.8 -1.1
Leucina 86.5 87.6 -1.1
Lisina 89.2 89.6 -0.4
Metionina 84.9 86.1 -1.2
Treonina 82.3 83.6 -1.3
Valina 84.2 85.2 -1.0
Suma de AAE 86.0 87.0 -1.0
Acido Aspartico 83.3 84.5 -1.2
Acido Glutamico 89.7 90.6 0.9
Alanina 81.5 83.1 -0.6
Cistina 83.5 83.1 0.4
Glicina 78.0 79.9 -1.9
Prolina 89.0 86.5 25
Serina 83.8 85.0 -1.2
Suma de AAT 85.7 86.6 -0.9

AAE = aminodcidos esenciales; AAT = aminoacidos totales

DISCUSION

Los contenidos de proteina cruda y 6xido de cromo en heces para am-
bos tratamientos resultaron estadisticamente iguales. Esta informacion
concuerda con el estudio realizado por Fenucci et al. (1982), quienes
reportan pérdidas no significativas de proteina cruda (inferiores al 5%)
y diferencias en la concentracion de Cr,0, (inferiores al 4%). La au-
sencia de diferencias significativas indica que no hubo una pérdida de
nutrientes, ya que €l Cr,0, es insoluble e indigestible, lo anterior se ob-
serva en heces de juveniles de Penaeus stylirostris colectadas después
de 15, 120 y 360 minutos de inmersion en agua marina.

Por otro lado, nuestros resultados de lixiviacion de materia seca
en heces coinciden con los resultados reportados por Smith y Tabrett
(2004), quienes observaron que en el camaron tigre negro Penaeus
monodon, las pérdidas de materia seca fueron del 3% en las heces
después de 2, 3 0 6 h, sin ser significativas (pérdidas calculadas como
|a variacion porcentual de la relacion MS/Cr,0, con respecto a su valor
de 1 h). Esto es muy parecido a los hallazgos de este estudio con una
variacion minima del 1%. No obstante, los autores reportan pérdidas
progresivas de 9, 15y 31% para proteina cruda en heces, lo que puede
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estar asociado con la permeabilidad de la membrana peritréfica entre
ambas especies de camaron (L. vannamei y Penaeus monodon). De
acuerdo con Martin et al. (2006), la membrana peritréfica es un saco
que envuelve las heces, que se encuentra constituido principalmente
de quitina y es producido en el intestino medio. En el estudio de Wang
et al. (2012) se ha documentado, en L. vannamei, el contenido de las
proteinas de la membrana peritréfica relacionadas con la digestion,
sistema inmune, antioxidantes y quitinasa; esta tltima, asociada con la
porosidad o permeabilidad de la membrana peritréfica.

Por otra parte, los CDA de MS 'y PC no presentaron diferencias sig-
nificativas entre los dos tratamientos de este experimento. Los CDA
de aminodcidos registraron diferencias cercanas al 1% entre los trata-
mientos, lo que demuestra que los contenidos de proteina cruda, ma-
teria seca y aminodcidos en las heces de Litopenaeus vannameino se
modifican por el efecto de la lixiviacion de nutrientes en las heces en un
lapso menor o igual a 3 horas.

De este modo, el uso alterno de los replicados 1y 2, contra 3y 4
réplicas para los tratamientos 1y 2, asegura una adecuada identifica-
cion de los animales experimentales y elimina las fuentes de variacion
de los resultados. Asi demostraron Alexandre et al. (2014) que la mem-
brana peritréfica sirve de soporte a estas enzimas. Por lo anterior, al
impedir el consumo de heces con el tratamiento de colecta inmediata
(camarones sometidos al T2), bien podria haberse presentado una dis-
minucion en la eficiencia digestiva. Alternar la aplicacion del tratamien-
to de colecta inmediata a los dos grupos replicados, permite repartir de
manera equitativa este eventual efecto secundario sobre la eficiencia
digestiva, y en Ultima instancia, sobre la concentracion de nutrientes en
las heces. Los resultados del presente estudio indican que el tiempo de
colecta de las heces generadas por él camardn blanco del Pacifico no
tiene un efecto sobre la pérdida de nutrientes durante un periodo igual
0 menos a tres horas.
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RESUMEN

Antecedentes. El aprovechamiento comercial de Macrobrachium tenellum en el rio San Pedro Mezquital, Nayarit, inicid
en 1995 como una pesqueria temporal que cubria la demanda local. Posteriormente, la pesqueria se intensifico como
actividad economica alterna, y logré un impacto regional mediante la produccion de alimento y la generacion de empleos.
Objetivos. Estimar los parametros de crecimiento y mortalidad de M. tenellum en el rio San Pedro Mezquital, Nayarit.
Métodos. Los muestreos se realizaron de febrero a octubre de 2010. Para la captura se utilizaron atarrayas de 1.0y 1.5
pulgadas de luz de malla y un tamafio de muestra de 100 individuos. Los grupos de edad se obtuvieron por el método
de Cassie, los parametros de crecimiento con el método de Walford, la mortalidad total anual por el método de Beverton
y Holt y la mortalidad natural con la ecuacion de Rikhter y Effanov. Resultados. Las hembras mostraron valores de L_=
19.0cm,P_=559,k=0.369 mes™'y t,=-0.035 mes™'; en el caso de los machos, fueron L_=26.6 cm,P_=239 g,k =
0.221 mes™ y t = -0.042 mes™. Con base en la relacion longitud-peso, las hembras presentaron crecimiento alométrico
negativo (b < 3) y los machos crecimiento alométrico positivo (b > 3). Los parametros de mortalidad fueron para las
hembras Z = 3.84 afio", M = 0.72 afio' y E = 0.79 afio" y para los machos Z = 2.75 afio”", M = 0.69 afio" y E = 0.70
afo'. Conclusiones. El langostino Macrobrachium tenellum presenta un ciclo de vida corto menor de dos afios, una tasa
de crecimiento moderada y tasas de mortalidad total y de explotacion altas, lo que ocasiona una sobreexplotacion del
recurso en el area de estudio.

Palabras clave: Crecimiento alométrico, edad, Macrobrachium tenellum, reclutamiento, tasa de explotacion.

ABSTRACT

Background. Macrobrachium tenellum from the San Pedro Mezquital River in Nayarit, Mexico, started being used in 1995
as a seasonal crustacean that satisfied local demand. Fishing of this species later intensified as an alternative economic
activity, with a regional impact based on food production and job creation. Goals. To estimate the growth and mortality
parameters of M. tenellum from the San Pedro Mezquital River, Nayarit. Methods. Sampling took place from February to
October 2010. Drop nets (atarrayas) with mesh sizes of 1 and 1.5 inches were used to collect samples of 100 individuals.
Age groups were defined following the Cassie method, growth parameters with the Walford method, total annual mortality
with the Beverton and Holt method, and natural mortality with the Rikhter and Effanov equation. Results. Data obtained
were for females L_= 19 cm, P_= 55 g, k = 0.369 month™ and t = -0.035 month', and for males L_= 26.6 cm, P_=
239 g, k = 0.221 month' and t = -0.042 month™'. Based on the length-weight relationship, the females had negative
allometric growth (b<3) and the males positive allometric growth (b>3). The mortality parameters were for females Z
=3.84 year', M = 0.72 year', and E = 0.79 year’, and for males Z = 2.75 year’, M = 0.69 year', and E = 0.70 year™.
Conclusions. The prawn Macrobrachium tenellum has a short life cycle of less than two years, a moderate growth rate,
and high rates of total mortality and exploitation, which result in an over-exploitation of the resource in the study area.

Key words: Age, allometric, exploitation rate, Macrobrachium tenellum, recruitment.
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INTRODUCCION

Macrobrachium tenellum (Smith, 1871), conocido como camarén moya,
se captura y comercializa en la cuenca baja del rio San Pedro Mez-
quital, México. La especie se distribuye desde Mulegé, Baja California
Sur, en la parte media y oriental de la peninsula, hasta su extremo sur
y desde Yavaros, Sinaloa, en México, hasta el rio Chira, en Pert e isla
Galapagos, en Ecuador (Holthuis, 1952b; Boschi, 1974; Guzman et al.,
1981; New, 1988; Ruiz-Santos, 1988). Habita en aguas dulces, salobres
y lagunas costeras (Boschi, 1974) y en todo tipo de fondos (Boschi,
1974; Roman-Contreras, 1991; Hendrickx, 1995; Signoret-Poillon &
Soto, 1997; Arroyo-Renteria & Magana-Rios, 2001; Espino-Barr et al.,
2006).

El aprovechamiento comercial del camarén moya en el rio San Pe-
dro Mezquital inicié en 1995 como una pesqueria temporal que cubria
la demanda local. Posteriormente, la pesqueria se intensificd como una
actividad economica alterna con un impacto regional mediante la pro-
duccion de alimento y la generacion de empleos temporales directos e
indirectos, principalmente en la temporada de veda de otros recursos
pesqueros e incluso durante el periodo de veda de esta especie, del
1 de agosto al 31 de octubre de cada afio (DOF, 1994). En Nayarit, el
camaron moya se captura principalmente en la temporada de lluvias
de junio a octubre, debido a su migracion y ciclo de vida, observandose
una alta proporcion de machos y hembras adultos, en su mayoria hem-
bras ovigeras, en las capturas (Pérez-Velazquez et al., 2011).

Aunque la fisiologia de los crustaceos es muy diferente a la de
los peces, su crecimiento, en la mayoria, se adectia al modelo de
crecimiento de von Bertalanffy (Musick & Frazer, 1999). Por ello, las
estimaciones de los parametros de crecimiento y de las tasas
de mortalidad y explotacion son parte importante del estudio
de la biologia de los crustaceos de interés comercial, ya que
permiten determinar las caracteristicas biologicas de la especie
y el nivel de explotacion de la poblacion. A su vez, estos datos
proporcionan elementos cientificos para la ejecucion de politi-
cas de administracion y regulacion de los recursos pesqueros
que permitan un adecuado aprovechamiento. El objetivo de este
trabajo fue determinar la estructura de las longitudes y los parametros
de crecimiento, mortalidad y explotacion de la poblacion de M. tenellum
en las zonas de captura de Mexcaltitan, San Miguel Aztlan y Boca de
Camichin del rio San Pedro Mezquital, Nayarit, México.

MATERIALES Y METODOS

El rio San Pedro Mezquital tiene una longitud de 255 km y drena una
region aproximada de 26,480 km2. Hacia el final de su recorrido se
bifurca, formando el estero de Las Corrientes, la laguna de Agua Dulce
y la laguna de Mexcaltitan, lo que representa una gran extension de
esteros y canales unidos con las aguas del estuario Boca de Camichin
en su salida al mar. El area de estudio incluyd tres sitios de captu-
ra en el rio San Pedro Mezquital: San Miguel Aztlan (21°49'20.55” N,
105°23'40.40” 0), isla de Mexcaltitan (21°54°13.24” N, 105°28’35.15”
0) y Boca de Camichin (21°44’32.92” N, 105°29’30.30” 0) (Fig. 1).

En cada sitio se realizaron muestreos mensuales de febrero a octu-
bre de 2010 durante el cuarto creciente o cuarto menguante de la fase
lunar, de 23:00 a 04:00 horas del dia siguiente en bajamar. El método
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de pesca utilizado fue la atarraya, con luz de malla de 1.0 y 1.5 pulga-
das (2.54 y 3.81 cm, respectivamente). La captura total fue de 1,280
machos y 1,772 hembras de camarén moya, pero se trabajo con una
muestra mensual aleatoria de 100 individuos procedentes de los tres
sitios de captura, repartidos de manera equitativa, para procesar un to-
tal de 900 individuos para el estudio del crecimiento y la mortalidad de
M. tenellum. La captura se transportd en bolsas de plastico etiquetadas
y con hielo molido para su posterior revision en el laboratorio humedo
del Centro Regional de Investigacion Pesquera Bahia de Banderas, Na-
yarit. Se registraron las variables de longitud total (LT), tomada desde el
extremo apical del rostro hasta la punta del telson con un vernier con
precision de 0.1 mm, y el peso total (PT), tomado con una balanza ana-
litica con precision de 0.1 g (Roman-Contreras, 1979). En los estudios
de edad y crecimiento de crustaceos se utiliza regularmente el analisis
de frecuencia de tallas; en este estudio se utilizd el método de Cassie
(1954) para estimar los grupos de edad que integran la poblacién de
M. tenellum de los tres sitios de captura. Una vez estimada la longitud
total promedio de los grupos de edad que integran la poblacion, se
aplico el método de Walford (1946) para estimar la longitud asintética
tedrica (L_) y la tasa de crecimiento de la poblacion (k). Para obtener
t se utilizo la funcion logaritmica inversa de la ecuacion de von Berta-
lanffy (Sparre & Venema, 1992) y la talla de eclosion de M. tenellum de
1.7 cm (primera zoea), la cual fue estimada por Meruane et al. (2006).
Su valor fue incorporado en los calculos de la ecuacion de crecimiento
en longitud y peso.

Para comparar el desempefio del crecimiento de M. tenellum, se
calculé el indice de crecimiento estandar (phi prima @’) con las estima-
ciones previas de la longitud asintética tedrica y la tasa de crecimiento
con la siguiente ecuacion:

0’ =Log,, (K) + 2 Log,, (L) (Pauly & Munro, 1984).

El peso asintotico se estimé mediante la formula citada por Csirke
(1980),P_=a* (L_) ®, donde P_ es el peso asintotico y a es el valor de
la ordenada al origen de la regresion lineal de la relacion longitud-peso.
Se establecieron las relaciones longitud-peso de machos, de hembras y
de ambos sexos por medio de la ecuacion potencial: P = a* (L)*, donde
ay b son los parametros de la ecuacion calculada mediante regresion
lineal simple, previa transformacion logaritmica. Se evalud estadistica-
mente el valor del coeficiente de regresion (b) por medio de la prueba
t de Student (Zar, 1999), para determinar el tipo de crecimiento de la
especie. Si b= 3, el crecimiento se considerd isométrico, y si b= 3 el
crecimiento se consider alométrico (Ricker, 1975).

La mortalidad total anual (Z) se estimé mediante la ecuacion pro-
puesta por Beverton y Holt (1957), utilizando la longitud media de la
captura (LM), la longitud de explotacion (L) y los parametros de creci-
miento L_y k; la ecuacion para la mortalidad anual fue Z=k* (L_ - LM)
/LM - L. La mortalidad natural se determiné por el método de Rikhter y
Effanov (1976), el cual se basa en el supuesto de que los peces con una
mortalidad natural elevada maduran precozmente y de que existe una
relacion entre la mortalidad natural (M) y la edad de primera madurez
(Epm), usando la ecuacion M = 1.521 / (Epm®72) — 0.155. Para evaluar
el estatus de la poblacion, se calculd la tasa de explotacion anual (E)
con la ecuacion E=F /Z* (1 - exp?); la mortalidad por pesca (F) se
obtuvo calculando la diferencia entre la mortalidad total y mortalidad
natural, con la formula F = Z - M.
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Figura 1. Sitios de captura de Macrobrachium tenellum.

RESULTADOS

En los machos, la longitud y el peso promedio presentaron una varia-
bilidad de 7.6-13.6 cm y 3.9-27.3 g, respectivamente, con individuos
de menor talla (7.6 cm) y peso (3.9 g) promedio en el mes de febrero
y de mayor talla (13.6 cm) y peso (27.3 g) promedio en septiembre.
En las hembras, la longitud y el peso promedio fueron 6.8-10.7 cm
y 3.2-11.4 g, respectivamente, con una menor talla (6.8 cm) y peso
(3.2 g) promedio en el mes de abril y una mayor talla (10.7 cm) y peso
(11.4 g) promedio en septiembre. En machos, la mayor captura fue de
14,665 g en el mes de septiembre; para las hembras, de 5,164 g en
agosto (Tabla 1). En la Figura 2 se muestra la distribucion mensual de la

longitud total en machos y hembras. En febrero, la fraccion poblacional
de machos y hembras present6 una distribucion de tipo polimodal inte-
grada por cohortes de individuos de diferentes tallas, con una longitud
y peso totales promedio de 7.6 cmy 3.9 g para machosy 8.0 cmy 4.7
g para hembras. En marzo, la distribucion de las tallas fue de tipo poli-
modal para machos y modal para las hembras. En este mes se inici6 la
diferenciacion de tamafios promedio entre los individuos, que fue para
machos de 9.4 cmy 7.6 gy para hembras de 7.6 cmy 3.8 g. En abril, la
distribucion de tallas de la poblacion fue de tipo polimodal, con machos
de mayor talla (9.3 cm) y peso (7.9 g) promedio que las hembras (6.8
cmy 3.2 g, respectivamente). En mayo, la distribucion fue polimodal en
machos y hembras, sobresaliendo la diferenciacién de tamafios entre

Tabla 1. Longitud total promedio, peso total promedio y captura mensual de machos y hembras de Macrobrachium tenellum en el rio San Pedro

Mezquital, Nayarit.

Mes Machos Hembras

Longitud (cm Peso Longitud (cm Peso

(?’J_rDE() ) (PrD(Eg)) Captura (g) (%’J_rDE() ) (PiD%) Captura (g)

febrero 7.6x1.282 3.9+2.165 304 8.0+1.613 4.7+2.990 108
marzo 9.4+1.311 7.6+3.278 323 7.6+1.146 3.8+1.806 213
abril 9.3+1.645 7.9+4.158 254 6.8+1.451 3.2+1.802 313
mayo 11.2+1.549 12.6+4.560 659 8.0+1.500 5.1+2.709 1078
junio 10.7+1.691 13.6+5.474 1311 8.2+1.111 5.8+2.655 1078
julio 10.4+1.107 13.1+£3.933 514 8.3+0.595 5.4+1.231 294
agosto 12.2+1.195 21.6+6.395 8622 10.1+0.864 9.6+2.485 5164
septiembre 13.6+1.248 27.3+7.012 14 665 10.7+1.182 11.4+3.393 4 867
octubre 12.2+1.534 22.4+10.023 629 9.8+0.892 9.5+2.618 1836

P= promedio; DE= desviacion estandar.
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ambos sexos, con machos de talla promedio de 11.2 cm y peso prome-
dio de 12.6 g y la captura de hembras de menor talla (8.0 cm) y peso
(5.1 g) promedio. En junio, ambos sexos presentaron una distribucion
polimodal de tallas, con machos de mayor talla (10.7 cm) y peso (13.6
g) promedio que las hembras (8.2 cm y 5.8 g, respectivamente). En
julio, la distribucion de tallas fue de tipo polimodal para los machos
y modal para las hembras, con una captura moderada. En agosto, la
distribucion de tallas fue de tipo modal para los machos y las hembras,
con machos de mayor longitud y peso promedio, en comparacion con
las hembras. En este mes se dio una importante captura (8,622 g) de
machos, integrada por individuos con una longitud y un peso promedio
de 12.2 cmy 21.6 g, respectivamente. También se capturaron 5,164
g de hembras, con una longitud y un peso promedio de 10.1 cmy 9.6
g, respectivamente. En septiembre, la distribucion de tallas fue de tipo
modal para ambos sexos; se capturaron machos de talla promedio de
13.6 cm y peso promedio de 27.3 g. Finalmente, en octubre, la distribu-
cion de tallas fue polimodal para los machos y modal para las hembras
y se redujeron las capturas de manera importante con respecto al mes
anterior (629 g de machos y 1,836 g de hembras).

Tabla 2. Parametros de crecimiento en machos, hembras y ambos
sexos de Macrobrachium tenellum y valores de la relacion longitud-
peso en el rio San Pedro Mezquital, Nayarit.

Parametro Machos Hembras Poblacion
L_(cm) 26.6 19 23.5
P_(9) 239 55.3 142

k (mes™) 0.221 0.369 0.232
t (mes™) -0.028 -0.023 -0.030
a 0.005 0.013 0.006

b 3.253 2.835 3.163

L = Longitud infinita; P_ = peso infinito; k = tasa de crecimiento; t = tiempo
de inici6 del crecimiento; a = interseccion ordenada de origen de la relacion
longitud-peso; b = coeficiente de isometria.

Gardufio Dionate M. et al.

Los parametros de crecimiento estimados de L, k y t para hem-
bras, machos y la poblacion total de M. tenellum se muestran en la
Tabla 2. Estos se utilizaron para elaborar las curvas de crecimiento en
longitud y peso respectivas (Figs. 3 y 4), previa evaluacion del valor de
la interseccion con las ordenadas (a) y de la pendiente de la curva (b)
de la regresion lineal en la relacion longitud-peso.

La relacion longitud-peso de las hembras, machos y poblacion se
presenta en la Figura 5 con valores del exponente de b= 2.8357 (hem-
bras), b= 3.2538 (machos) y b = 3.1635 (poblacion). Estos exponentes
indicaron un crecimiento alométrico negativo para las hembras y un
crecimiento alométrico positivo para los machos y la poblacion. Estos
tipos de crecimiento presentaron diferencias estadisticas significativas,
como lo indica la prueba t de Student (p < 0.05): t = 0.0015 (hembras),
t=0.0120 (machos) y t = 0.0066 (poblacion).

En la Tabla 3 se muestra la comparacion de los parametros de
crecimiento estimados en este estudio con los de otros autores. Se
observaron diferencias importantes, principalmente en el valor del
tiempo cero, y de manera secundaria en la longitud asintética y la tasa
de crecimiento. En la Tabla 4 se presentan los valores de las tasas
de mortalidad por pesca y de mortalidad total anual, las cuales fueron
altas, principalmente para las hembras. La tasa de explotacion para los
machos fue de 0.70 y para las hembras de 0.79, lo que indica que en
los tres sitios de captura la actividad pesquera tiene un impacto impor-
tante sobre el recurso.

DISCUSION

Uno de los problemas para determinar la edad de los crustaceos es
la ausencia de estructuras calcificadas que contengan los anillos de
crecimiento, por lo que para este fin existe el andlisis de frecuencia de
tallas, con adecuaciones a la funcién de crecimiento de von Bertalanffy.
En este trabajo, mediante la integracion de la talla de eclosion de M.
tenellum en su primera fase larval de zoea, se logré un mejor ajuste de
la ecuacion de crecimiento en talla y peso, lo que mejora los resultados
disponibles para esta especie.

Tabla 3. Parametros de crecimiento de Macrobrachium tenellum estimados por diferentes autores.

. . L k t , ,
Referencia Localidad (cm) (mes") (meos") ¢ Método
Guzman-Arroyo Lagunas Mitla, Coyuca, 15.4 (M) 0.205 (M) -0.517 (M) ¢=1.68 (M) Walford (1946), Pauly &
(1987) (Tarris Palos y Chautengo, 106 (H) 0.209 (H) -1.332 (H) =137 () Munro (1984)
Ruiz-Santos Laguna Tres Palos, Gro. 14.2 (M) 0.303 (M) -0.417 (M) ¢=1.78 (M) Walford (1946), Pauly &
(1988) 1M5H  0223H)  -0015¢H =146 01984
Espino-Barr Rios Armeria y Naranjo, Col. 17.9 0.543 -0.020 ¢'=2.24 (P) Elephant, en Sparre &
et al. (2006) Venema (1992), Pauly &
Munro (1984)
El presente San Miguel Aztlan, Isla 26.6 (M) 0.221 (M) -0.042 (M) ¢’=2.19(M) Cassie (1954), Walford
estudio Mexcaltitan y Boca ) . (1946), Sparre &
Camichin, Nay. 190(H)  0369(H)  -0035H) =220 104 1999), Pauly &
¢’=210() Munro (1984)

L= longitud infinita; k = tasa de crecimiento; t = tiempo de inicio del crecimiento; ¢’ = indice de crecimiento estandar.
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Figuras 2a-i. Estructura de tallas por mes del langostino Macrobrachium tenellum. Las mediciones se realizaron durante nueve meses consecutivos en 2010: a)
febrero, b) marzo, c) abril, d) mayo, e) junio, f) julio, g) agosto, h) septiembre, i) octubre.
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Figura 3. Curvas de crecimiento en longitud de la poblacion y de cada sexo de Macrobrachium tenellum.

Las mayores capturas de camarén moya ocurrieron en agosto y
septiembre; estas capturas estuvieron integradas principalmente por
hembras maduras y ovigeras, asi como por machos de tallas grandes.
En estas capturas se observaron concentraciones de individuos en zo-
nas cercanas a la desembocadura del rio San Pedro Mezquital, que es
donde se produce la eclosion de los huevos (Bahamonde & Vila, 1971;
Norambuena, 1977). Relacionando el aspecto reproductivo con el pes-
quero, se observo que la actividad pesquera de este recurso se incre-
mento en la época de lluvias (de julio a octubre) (Ruiz-Santos, 1988;
Hendrickx, 1995; Arroyo-Renteria & Magafia-Rios, 2001). La pesca de
M. tenellum se realiza en rios, esteros y cuerpos de agua costeros de
manera intensa y es comun en muchas comunidades rurales de la cos-
ta del Pacifico (Hernandez-Sandoval, 2008); representa un recurso pes-
quero importante y altamente explotado por las comunidades locales
(Cabrera-Jiménez et al., 1977). En este estudio, los machos de cama-
ron moya alcanzaron un mayor tamafio que las hembras, posiblemente
debido a un menor valor en la tasa de crecimiento, la cual fue indirec-
tamente proporcional a la longitud asintética teérica que presentaron.

Esta diferencia en el crecimiento entre sexos fue evidente en el
mayor desarrollo de las quelas en los machos, caracteristica descrita
para el género Macrobrachium (Holthuis, 1952b; Mossolin & Bueno,
2003; Mariappan & Balasundaram, 2004; Hernandez et al., 2007). El
mayor desarrollo de la quela en machos adultos es una caracteristica

Tabla 4. Tasas de mortalidad y explotacion de hembras, machos y am-
bos sexos de Macrobrachium tenellum en el rio San Pedro Mezquital,
Nayarit.

Parametros Machos Hembras Poblacion
M 0.69 0.72 0.62
F 2.06 3.12 2.91
Z 2.75 3.84 3.54
E 0.70 0.79 0.80

M = mortalidad natural; F = mortalidad por pesca; Z = mortalidad total anual; E
= tasa de explotacion anual.

adaptativa desarrollada a nivel interespecifico e intraespecifico para
la defensa, el combate, la alimentacion y la reproduccion, siendo en
este Ultimo caso importante para la proteccion de la hembra duran-
te el apareamiento (Mossolin & Bueno, 2003; Mariappan & Balasun-
daram, 2004). En las hembras la menor longitud asintética tedrica es
congruente con el valor mas alto de la tasa de crecimiento y puede
explicarse por el mayor gasto energético que las hembras experimen-
tan durante el proceso reproductivo, limitando su crecimiento (Mossolin
& Bueno, 2003; Fransozo et al., 2004). Los parametros de crecimiento
de longitud asintética y tasa de crecimiento de este trabajo fueron ma-
yores a los estimados por otros autores en otras localidades pesqueras
(Guzman-Arroyo, 1987; Ruiz-Santos, 1988; Espino-Barr et al., 2006).
Esto puede deberse a diferencias en las condiciones ambientales de
las localidades de captura, al tamafio de malla usada para la captura,
al tamario de los individuos en los muestreos, al método de evaluacion
del crecimiento y al nivel de explotacion de la poblacion.

En el presente estudio se integrd a la ecuacion de crecimiento de
von Bertalanffy la talla de eclosion de M. tenellum (Lo) de 1.7 mm, lo
que permitid obtener un valor mas cercano al tedrico esperado (cero)
tanto en machos como en hembras. Por esta razon los tiempos cero en
este trabajo fueron menores a los estimados por otros autores, lo que
mejoro el ajuste de las curvas de crecimiento de longitud y peso para
la especie. La evaluacion del indice de crecimiento estandar presentd
valores similares entre la poblacion de M. tenellum de las localidades
de Mexcaltitian, San Miguel Aztlan y Boca de Camichin, Nayarit y las
poblaciones de los rios Armeria y Naranjo en Colima (Tabla 3), lo que
indica que la especie presenta un similar patron de crecimiento (Alejo-
Plata et al., 2011). Sin embargo, el patron de crecimiento de camardn
moya en los sitios aqui estudiados fue diferente del reportado para lo-
calidades del estado de Guerrero (Tabla 3), posiblemente debido a la
diferencia en los parametros de crecimiento de longitud asintética y
tasa de crecimiento.

En este trabajo se obtuvieron valores altos de mortalidad total
anual, mortalidad por pesca y tasa de explotacion para machos y hem-
bras de camardn moya. Estos altos valores pueden deberse a diversas
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Figura 4. Curvas de crecimiento en peso de la poblacion y de cada sexo de Macrobrachium tenellum.

caracteristicas bioldgicas de esta especie, como son su ciclo de vida
corto, rapido crecimiento, madurez temprana y alta mortalidad natu-
ral. Las tasas de mortalidad y explotacion fueron congruentes entre los
sexos, aunque la mortalidad y explotacion fueron mas altas en hembras
que en machos, ya que las hembras, al tener una menor longitud y
peso y una mayor abundancia, son posiblemente mas vulnerables al
método de pesca utilizado (atarraya), especialmente durante el periodo
de reproduccion (agosto a octubre), durante el cual se incrementa la
actividad pesquera de este recurso. Las tasas de mortalidad natural y
por pesca para ambos sexos fueron excesivamente altas; Gracia (1997)
puntualiza que no es comun obtener estimaciones de mortalidad na-
tural mayor o igual a 0.40 mensual y que los valores superiores se
consideran excesivamente altos. Sin embargo, la probabilidad de que
la mortalidad natural presente variaciones es alta, ya que el valor de
mortalidad natural no es estable y depende en gran medida de dife-

60 1
551  P=0005L -
50 -
454 P=o0013L -

P =0.006 L*'63

Peso total (g)

rentes variables del ecosistema, como las variaciones estacionales y
ciclicas en parametros ambientales, las fluctuaciones en la abundancia
de depredadores y las variaciones poblacionales en los patrones de
distribucion, agregacion y migracion, entre otros. La actividad pesque-
ra se intensifica de manera importante en el periodo de reproduccion,
cuando se obtienen los mayores volimenes de captura, lo que se
refleja en la alta mortalidad por pesca. Las tasas de mortalidad total
anual también resultaron altas, de acuerdo con los criterios de Sparre y
Venema (1992), que indican que valores de Z = 0.6 indican una explo-
tacion leve, Z = 0.9 una explotacion mediana y Z = 1.2 una explotacion
intensiva. De acuerdo con este criterio, los resultados estimados en el
presente estudio indican que el recurso esta siendo explotado en forma
intensiva. Las tasas de explotacion de machos y hembras (E = 0.70
y E = 0.79, respectivamente) indicaron que las hembras estan en un
nivel mayor de explotacion. Si se siguen los criterios de Gulland (1971)
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Figura 5. Relacion longitud-peso de la poblacion y de cada sexo de Macrobrachium tenellum.
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y Pauly (1983), que proponen que el valor de E = 0.5 es un punto de
equilibrio y que resultados mayores indican que el recurso esta sien-
do sometido a una alta explotacion, se puede decir que M. tenellum
es una especie intensamente sobreexplotada en la zona de estudio.
Segun Pauly (1983), la sobrepesca puede tener lugar en tres formas
diferentes: (i) en relacion con el crecimiento poblacional, (ii) en relacion
con el reclutamiento del stock capturable y (i) como sobrepesca que
afecta el ecosistema. Si se siguen estos criterios, se puede sugerir que
la poblacion de camarén moya en las localidades de Mexcaltitan, San
Miguel Aztlan y Boca de Camichin del rio San Pedro Mezquital esta
sufriendo de la sobrepesca por crecimiento (abundancia). Este tipo de
sobrepesca tiene lugar cuando los individuos son capturados antes de
que alcancen la talla necesaria para garantizar la renovacion bioldgica
de la poblacion. Se concluye, entonces, que el langostino Macrobra-
chium tenellum presenta un ciclo de vida corto, menor de dos afios,
una tasa de crecimiento moderada y tasas de mortalidad total y de
explotacion altas, que ocasionan una sobreexplotacion del recurso en el
area de estudio. Lo anterior hace necesario que se invierta en esfuerzos
para continuar con investigaciones pesqueras que permitan evaluar y
disefiar estrategias de manejo para M. tenellum en la pesqueria del rio
San Pedro Mezquital, Nayarit, en una forma que sea consistente con un
enfoque precautorio para la pesca responsable de este recurso.
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RESUMEN

Antecedentes. Algunos investigadores, para clasificar el estado tréfico del agua de sistemas costeros mexicanos, han usado
normas, estandares o regulaciones creados para ambientes de otras latitudes y con caracteristicas climaticas, geoldgicas
y sociales distintas a las de México, debido al desconocimiento de la variacion normal de los parametros fisicoquimicos y
bioldgicos del agua de dichos sistemas; incluso los valores que obtienen se llegan a comparar con normas mexicanas que
han sido elaboradas para regular las aguas residuales de uso urbano o industrial descargadas a rios y lagunas costeras.
Los intervalos de concentracion de los distintos elementos quimicos, las metodologias y las unidades e interpretaciones de
esas normativas no son similares a los de las aguas costeras de latitudes tropicales; por lo tanto, los resultados no reflejan
de manera adecuada la realidad de los ambientes acuaticos costeros nacionales. Objetives. Difundir las unidades y los in-
tervalos de variacion espacio-temporal normales de los parametros fisicoquimicos de lagunas, esteros, estuarios, marismas
y bahias mexicanos. Métodos. Se realizd una amplia bisqueda de informacion con la finalidad de obtener la variacion de
los siguientes parametros en la columna de agua: oxigeno disuelto, nutrientes (nitrogenados y fosforados inorganicos) y el
indice de la biomasa fitoplanctonica (referida como clorofila a), los cuales tienen significado ecoldgico y que en la acuicultura
se consideran indicadores de calidad del agua. Resultados. Se presentan los valores promedio, minimo y maximo de los
parametros analizados en 72 ambientes costeros de México desde 1968 hasta el 2015. Conclusiones. El andlisis de la
informacion mostro que los intervalos son resultado de las caracteristicas ambientales de cada sistema acuatico. Esta infor-
macion servira de referencia para futuros analisis o diagndsticos ambientales y evitara el empleo de normas de instancias
extranjeras, cuyas caracteristicas, tanto ambientales como socioecondmicas, son diferentes.

Palabras clave: Intervalos, no conservativos, sistemas costeros.

ABSTRACT

Background. Due to the lack of knowledge of the normal variation of the physicochemical and biological water parame-
ters of Mexican coastal systems for classifying their trophic condition, some researchers have categorized these environ-
ments using norms, standards, or regulations created for environments of other climatic, geological, and social characte-
ristics, different from those of Mexico; in fact, these values have even been compared with Mexican norms developed for
urban or industrial wastewater discharged into rivers and coastal lagoons. The concentration ranges of different chemical
elements, methodologies, units, and interpretations of other countries’ regulations are not similar to the conditions of the
coastal waters of tropical latitudes and, therefore, their results do not adequately reflect the reality of national coastal
aquatic environments. Goals. Contribute to the knowledge of the normal spatiotemporal ranges of physicochemical and
biological parameters in lagoons, estuaries, marshes, and Mexican bays. Methods. We conducted an extensive search
of information that allowed us to determine normal ranges of variation for the following parameters: oxygen, nutrients
(nitrogen and phosphorus) and phytoplankton biomass (chlorophyll a), which have ecological significance, and can even
be considered by some as indicators of water quality. Results. We include the average, minimum, and maximum values
of different variables of 72 coastal environments in Mexico based on studies carried out from 1968 to 2015.Conclusions.
The analysis of the information showed that the intervals are the result of local environmental characteristics that are
unique for each system. This information will be helpful in the analysis or diagnosis in future environmental studies, and
will avoid the use of foreign standards based on different environmental and socioeconomic characteristics.

Key words: Intervals, non-conservative parameters, coastal systems.
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INTRODUCCION

Un problema importante que se presenta al determinar los limites de va-
riacion normal de los parametros fisicoquimicos de aguas continentales
o costeras de México es que los investigadores que analizan sus resul-
tados en estos ambientes no consideran que existe un amplio intervalo
de variacion natural, que puede ser localmente diferente en tiempo y
espacio. Asimismo, frecuentemente se basan en normas que regulan la
calidad del agua de consumo humano, como la NOM-ECOL-001-1996
(SEMARNAP, 1997), sin considerar que ésta fue elaborada para aguas
de descarga en reservorios cuyos intervalos de concentracion, meto-
dologias, unidades e interpretaciones son diferentes a las condiciones
muchas veces pristinas de aguas Idticas y lénticas dulces, salinas o
costeras de latitudes tropicales como las de México. Por la complejidad
del marco ambiental y su variacion espacio-temporal, que influye en las
caracteristicas fisicoquimicas del agua, y por la limitada consulta de in-
formacion de diferentes sistemas, los resultados de un buen nimero de
investigaciones en temas acuaticos (Herrera-Silveira & Morales-0Ojeda,
2009; Herrera-Silveira & Trejo, 2002; Rivera-Guzman et al., 2014; Go-
mez et al., 2014) han sido comparados con normativas de otros paises,
como de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en
inglés), de Estados Unidos, y la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos (OCDE). Dado que las normativas y los indices
de estos organismos se formularon con base en las caracteristicas de
ecosistemas de diferentes geografias, es inadecuado que se empleen
para clasificar cuerpos costeros mexicanos. Esto conlleva una con-
fusion del término caracteristicas fisicoquimicas con el de calidad del
agua, que se emplea para un fin antropogénico (sea el agua para con-
sumo humano o para actividades econémicas como la acuacultura, la
agricultura o la industria). Es importante sefalar que las metodologias
que se utilicen para realizar las interpretaciones ecoldgicas deberan
ser las recomendadas en lo que se refiere a ambientes acuéaticos y per-
mitiran determinar de manera temporal su condicion o estado tréfico.

Debido a lo anterior, y dado que los ambientes acuéticos tropicales
experimentan amplias variaciones, la presente contribucion se elabo-
ré a partir de una revision bibliografica, que aportara elementos que
permitan comprender el amplio intervalo de concentracion espacio-
temporal de los parametros fisicoquimicos y bioldgicos (clorofila a), que
rutinariamente se determinan en sistemas costeros, y que ademas po-
dra emplearse para discriminar una condicion natural de una condicion
con contaminacion.

Por lo anterior, se llevé a cabo una amplia busqueda bibliografica
de los intervalos de variacion espacio-temporal “normales” de los pa-
rametros fisicoquimicos en lagunas, esteros, estuarios, marismas y
bahias mexicanos, para contribuir ala elaboracién de una mejor inter-
pretacion y diagnostico de sus condiciones.

MARCO TEORICO

En apoyo al entendimiento de las variaciones de los parametros aqui
analizados, se expondran ciertos elementos justificativos fisicos y
quimicos, ya que dentro de la metodologia empleada para el estudio
de ambientes acuaticos se selecciona, a discrecion del responsable,
el horario del muestreo, la conservacion de las muestras y la técni-
ca de analisis en el laboratorio, entre otros aspectos; todos estos,
consecuentemente, repercuten en los resultados. Tanto en las aguas
continentales(dulces o salinas) como en las marinas se encuentran ga-
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ses disueltos (0, N,, CO,, entre otros); formas inorganicas u organicas
disueltas o particuladas de nitrogeno y fosforo, cuyas concentraciones
son consecuencia de una variedad de factores latitudinales y locales,
en donde los procesos fisicos, geoldgicos, quimicos y biologicos que
ocurren en la columna de agua y en los sedimentos (ciclo biogeoqui-
mico) y sus interacciones son extremadamente complejos y dificiles de
separar (De la Lanza et al., 2011).

Algunos de los gases disueltos en aguas naturales son principal-
mente de caracter conservativo, como el nitrégeno molecular, pues
su variabilidad no depende de la reactividad quimica y bioldgica. Sin
embargo, el CO, y el 0,, considerados no conservativos por su reactivi-
dad quimica y su asimilacion biologica, dependen no sélo de procesos
metabolicos como la fotosintesis y la respiracion, sino también de fac-
tores fisicos (temperatura y salinidad) y quimicos (oxido-reducciones
abidticas) (De la Lanza et al., 2011).

Los gases con interaccion bioldgica presentes en la atmdsfera (CO,,
0,, N,) se encuentran disueltos en cualquier tipo de agua y su concen-
tracion es resultado de los factores antes mencionados; sin embargo,
otros mas afectan su contenido, como la variacion ciclica con diferente
temporalidad: la hora (ciclo diurno o nictemeral, estacional e interanual),
que incluyen la mezcla y el intercambio mareal de aguas continentales y
marinas, asi como la dindmica vertical (estratificacion y mezcla termoha-
lina y edlica). Adicionalmente, la geomorfologia, que modifica y restringe
la circulacion, también propicia la estratificacion y los procesos difusi-
vos (Aston, 1980), que no son homogéneos a nivel espacial en lagunas
costeras; esto genera una distribucion en parches de los nutrientes, el
fitoplancton, la vegetacion sumergida y el zooplancton (Alvarez-Borrego
etal., 1977), que hacen su distribucion aun mas heterogénea.

El ciclo diurno del oxigeno disuelto en cuerpos cerrados o0 semi-
cerrados puede oscilar en condiciones normales entre la anoxia e hi-
poxia y la sobresaturacion. Sin embargo, cargas fuertes de materiales
organicos antropogénicos, sobre todo de aguas negras e industriales,
llevan este balance hacia una condicion de deficiente aireacion, la cual
es deletérea para los organismos plancténicos y, mas adn, bentonicos
intolerantes a hipoxia (< 2.0 mL/L) o anoxia (< 1.0 mL/L) (De la Lanza,
2014).

En los sistemas lagunares y estuarinos la concentracion de oxigeno
dependera principalmente del balance entre la respiracion y la fotosin-
tesis, cuando domina la primera se presentara en el medio hipoxia o
inclusive anoxia. La permanencia de esta condicion estara determinada
por la morfologia y una limitada circulacion, la cual esta en funcion de
las mareas, las corrientes y el viento, asi como la entrada de agua dulce
con altos contenidos de materia organica (De la Lanza, 2014). Aunado
a la respiracion, estos dos Ultimos factores pueden generar no sélo
hipoxia o anoxia durante la noche y especialmente las primeras horas
de la mafiana, sino también a lo largo del dia. Siendo necesario, por lo
tanto, establecer si el cuerpo de agua es todavia pristino o esta sujeto al
impacto de actividades antropogénicas (De la Lanza, 2014).

La eutrofizacion (natural y cultural) disminuye la concentracion de
oxigeno disuelto, ya que este gas se emplea para la degradacion de
la materia organica producida por el crecimiento excesivo de cierto
fitoplancton y bacterioplancton, especialmente en condiciones de es-
tratificacion o baja circulacion (Diaz, 2001). En algunos casos este enri-
quecimiento puede favorecer la presencia de especies nocivas. (Walsh
etal., 206).
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Los nutrientes (nitratos, nitritos, amonio y ortofosfatos) son indis-
pensables para una adecuada produccion primaria. Algunos autores
incluyen ciertos metales traza (hierro, cobre, zinc, manganeso, vanadio
y molibdeno) como esenciales para los sistemas enzimaticos de los
organismos autotrofos, que se caracterizan por su reactividad quimica
y bioldgica (De la Lanza et al., 2011).

El estudio de los nutrientes puede abordarse en un marco global a
través de su ciclo biogeoquimico (que incluye los ambitos geoldgico, bio-
l6gico y quimico (De la Lanza, 2014). El ciclo se inicia con los aportes flu-
viales, ya que presentan mayores contenidos de sales de estos elemen-
tos, y, seglin Kennish (1986), puede describirse de la siguiente manera:

a) De manera general, el nitrdgeno y el fésforo presentes en las la-
gunas costeras y estuarios, llega transportado por los rios debido
a la intemperizacion de la roca y del lixiviado de suelos terrestres
aledafios al sistema.

b) Alo largo del gradiente de salinidad del estuario, desde la zona
de influencia dulceacuicola hasta la boca de comunicacion con el
mar, se presentan una serie de reacciones fisicoquimicas y bioldgi-
cas que disminuyen gradualmente la concentracion de nutrientes.
Adicionalmente, éstos pueden ser adsorbidos por los sedimentos
los cuales representan un papel importante en la redisponibilidad
y captura de nutrientes, manteniendo el contenido de estos ele-
mentos mas 0 menos homogéneamente en la columna de agua, lo
cual reafirma su importancia en los ecosistemas costeros como un
reservorio de materiales y energia, por lo que es necesario incluira
los sedimentos en los estudios de presupuesto de nutrientes en un
marco ecoldgico (De la Lanza, 2014).

Bajo la vision anterior, se puede determinar la carga de nutrientes que
soporta cualquier cuerpo de agua costero, procedentes de las aguas
residuales domésticas e industriales. La agricultura costera y su conse-
cuente empleo de fertilizantes y agroquimicos aunado a las actividades
recreacionales (turismo) asi como las descargas de centros urbanos,
han generado un aumento constante de nutrientes, y como conse-
cuencia ha resultado en la eutrofizacion del sistema, presentandose el
crecimiento desmedido de especies que afectan el funcionamiento del
ecosistema y al ser humano (De la Lanza, 2014).

En la zona costera podemos encontrar condiciones oligotroficas
(baja concentracion de nutrientes) y mesotroficas (mediana concen-
tracion de nutrientes); pero elevadas concentraciones de nutrientes
generan condiciones eutréficas favoreciendo el predominio de ciertas
especies nocivas del plancton (FAN o blooms algales), que son dafinas
tanto para las comunidades estuarino-lagunares como para el hombre,
pues varias de esas especies son productoras de toxinas letales. La
materia organica que ingresa al sistema por cualquier via, consume
oxigeno durante su descomposicion y favorece la anoxia (<1.0mL 0,/L);
adicionalmente, esta materia organica contiene formas de nitrégeno y
fosforo organicos, las cuales al descomponerse o remineralizarse se
transforman en nutrientes inorganicos, lo que puede incrementar ain
mas la condicion de eutrofia del sistema lo cual es inadecuado por las
razones sefialadas (De la Lanza, 2014).

Nitrégeno. En el agua de los sistemas costeros, los compuestos inor-
ganicos del nitrégeno (nitratos, nitritos y amonio) se presentan, segun
sean las condiciones locales, con una amplia variacion espacial y tem-
poral: desde lo indetectable para las tres formas hasta mas de 30.0 yM
para NO,*, 20 para NH,* y 3.0 uM para NO,*, seguin las condiciones pre-
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valecientes de Oxido-reduccion. También se pueden encontrar concen-
traciones importantes de compuestos organicos disueltos representa-
dos por la urea (De la Lanza, 2014; Gutiérrez et al., 1988; Okolodkov et
al., 2014), aminoécidos y péptidos, que son asimilados solamente por
ciertos procariontes quimi6trofos, al igual que las formas inorganicas y
que se integran en el término de nitrégeno total. En ciertas condiciones
de limitacion del contenido inorganico u organico, la fijacion del nitro-
geno molecular (N,), por las algas azul-verdes o cianobacterias, puede
ser una fuente adicional de N tanto en el agua como en los sedimentos.
Estos procesos se realizan con la participacion de microorganismos
particulares en cada sistema acuatico.

El sedimento de las lagunas costeras es la fase donde se acumula
tanto la materia organica sin descomponerse como aquellos nutrientes
procedentes de la columna de agua ya remineralizados (fraccion reci-
clada) o de aportes fluviales (fraccion nueva). Por tal motivo, dicha fase
se ha convertido en una fuente potencial e incluso toxica de nutrientes
como el amonio, que se transforma en amoniaco (gas) en condiciones
alcalinas (por arriba de pH 8). La resuspension de sedimentos pue-
de incrementar la liberacion de amonio en cantidades nocivas; esta
liberacion dependera de las condiciones locales en las que interactiian
diversos factores ambientales, como: textura del sedimento, frecuencia
de aportes de materiales organicos con tendencia a la formacion de
sustancias humicas, tasas de sedimentacion, corrientes-mareas y cir-
culacion, profundidad y actividades humanas diversas, como el transito
de embarcaciones, entre otras (De la Lanza et al.,1991).

Fosforo. La principal entrada de ortofosfatos a los ambientes estuarinos
son los rios, los cuales transportan material rocoso intemperizado o lixivia-
do (De la Lanza, 2014); adicionalmente ingresa al sistema fosforo generado
por las descargas industriales, los fertilizantes y los desechos organicos
domeésticos, asi como productos de excrecion de organismos acuaticos.

El ciclo geoquimico del fosforo es uno de los mas complejos y esta
constituido por una serie de compuestos vitales como fosfonucleétidos,
fosfoaminoaztcares, fosfolipidos, asi como de los sistemas energéticos
de las células (ADP y ATP) (De la Lanza, 2014). Actualmente es tema
de controversia si el fosforo puede ser considerado como un nutriente
limitante (p. ej. Cloern, 2001)y que controle o restrinja la produccion
o0 productividad fitoplanctonica en sistemas costeros, pero tomando
en cuenta la proporcion estequiométrica C\N,.P,, el requerimiento
de fésforo es minimo como para limitar el desarrollo considerando el
aporte sedimentario.

El intervalo de concentracion de los ortofosfatos en sistemas cos-
teros es regulado por los mismos factores citados para el nitrégeno,
y su contenido puede ser bajo o indetectable, sin significar que sea
limitante, debido a su alto grado de reciclamiento, en el que la redis-
ponibilidad en la fase sedimentaria juega un papel determinante. La
concentracion de ortofosfatos disueltos en las lagunas costeras puede
oscilar desde lo indetectable hasta 5 uM, o pueden ser contenidos altos
cercanos a 10 pM, resultado de la complejidad local y la contaminacion
(De la Lanza, 1994). Su regeneracion es relativamente mas sencilla que
la del nitrégeno (Day et al., 1989). Los ortofosfatos pueden retirarse del
agua por adsorcion en sedimentos (efecto amortiguador) en 60% (Ho-
bbie ef al., 1975). Algunos autores consideran que la remineralizacion
de la materia organica en sedimentos puede ser el factor que controle
la disponibilidad de nutrientes, y que la velocidad de remineralizacion
varia dependiendo de su composicion quimica, la naturaleza y la com-
posicion granulométrica del sedimento, asi como de las condiciones
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fisicoquimicas y la dindamica del agua, entre otras cosas (De la Lanza,
1987). Su distribucién en el agua y sedimento es altamente heterogé-
nea, considerada en parches. Los sedimentos juegan un papel sustan-
cial en el ciclo y flujo de nutrientes, via su incorporacion a la fase sedi-
mentaria como materiales suspendidos organicos e inorganicos; esto
constituye un reservorio importante, al presentar abundante materia
organica en diferentes grados de descomposicion, que, con el tiempo,
pueden redisponer nitrdgeno y fésforo a la columna de agua (De la Lan-
za, 1991; Accornero et al., 2003; Denis & Grenz, 2003; Czitrom et al.,
2010). El flujo de nutrientes del sedimento a la columna de agua tam-
hién se encuentra asociado a procesos fisicos como las mareas, como
ha sido determinado en la laguna Ensenada del Pabellon, de Sinaloa (De
la Lanza et al., 2011), o por via edlica, que resuspende el sedimento.

METODOLOGIA

Se efectud una blsqueda amplia sobre parametros fisicoquimicos de
las aguas costeras mexicanas (oxigeno disuelto, nutrientes como NO,*,
NO,*, NH,*, N total inorgénico, PO, P total y clorofila @ como un indice
de productividad fitoplanctdnica), para proponer, con dicha informacion,
intervalos de concentraciones “normales”, aun con los registros mas
conspicuos (incorporados con base en la experiencia de los autores).
Para tal efecto, se consultaron publicaciones cientificas y tesis que
refirieran el tema del oxigeno y los nutrientes en sistemas costeros
mexicanos y que presentaran las concentraciones correspondientes. La
informacion representativa para las dos importantes costas de México
(Pacifico mexicano, golfo de México y mar Caribe), basada en una am-
plia consulta total de 72 ecosistemas, se integrd en las Tablas 2 y 3;
adicionalmente, se elaboraron graficas del promedio, minimo y maximo
por vertiente (Figs. 1-10). En virtud de las diferencias inherentes a cada
una de las fuentes de informacion consultada, e independientemente
de la técnica analitica empleada, y con el fin de poder presentar la
informacion de manera uniforme y apoyar el analisis de los resultados,
solo se consideraron los valores correspondientes al promedio, minimo
y maximo, y con ello se elaboraron los histogramas de frecuencias.

RESULTADOS

A pesar de que el nimero de sistemas costeros en las vertientes gol-
fo de México-mar Caribe y el Pacifico mexicano es aproximadamente
igual (Tabla 1), se ha generado mayor informacion para los sistemas
costeros del golfo probablemente por sus dimensiones, al ser un cuer-
po semicerrado, por Sus recursos pesqueros o por las condiciones de
impacto antropogénico costero e incluso fluvio-continental, entre otros
aspectos; sin descartar también que pueda ser por los fines que persi-
gue la presente investigacion.

Como se puede ver en la Tabla 2, que corresponde al Pacifico, el pa-
rametro que mas se ha determinado rutinariamente o ligado a aspectos
bioldgicos es el oxigeno disuelto, seguido de los ortofosfatos y nitratos,
seguramente por estar asociados a la asimilacion fitoplanctonica, en don-
de se incluye la clorofila ; y fue hasta afios posteriores que se determind
con mayor frecuencia el amonio, en asociacion con la calidad del agua.
En (ltimas fechas se han cuantificado el nitrégeno o el fésforo totales
para incluir las formas organicas y ciertas inorganicas para el balance
de nutrientes. Asimismo, dentro del periodo aqui estudiado, se obser-
va (Tabla 3) que ha sido un grupo pequefio de investigadores el que ha
desarrollado estudios fisicoquimicos frecuentemente en aguas costeras.
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Figura 1.Concentraciones promedio, minima y maxima de oxigeno disuelto
(mL/L) en ambientes costeros del Pacifico mexicano. m = Promedio.

Hidrobiol6gica



Intervalos de parametros no-conservativos costero

373

Tabla 1. Ubicacion geografica de los sistemas costeros incluidos en la presente revision de parametros no conservativos en sistemas acuaticos

costeros de México.

Costa del Pacifico

Costa del Golfo de México y Caribe

Latitud N Longitud O Latitud N Longitud O
Bahia San Quintin 30° 26’ 00” 115°58'01” Laguna Madre 23°46' 12’ 97° 08’ 41’
Bahia de los Angeles 28° 55’ 00” 11° 32’ 00” Laguna Pueblo Viejo 22°11’ 00” 97° 50’ 00”
Bahia Concepcion 26° 39’ 111 48 Laguna Tamiahua 20° 57’ 36” 22° 06’ 32”
Ensenada de la Paz 24°759.88" 110°25'1.2" Rio Tuxpan 20° 58’ 48” 97°18'0”
Bahia de La Paz Laguna Tampamachoco ~ 20° 58’ 15” 21° 05’
Bahia La Cruz 28° 46’ 59.88” -111.867 Estero Casitas 20° 28’ 96° °35’' 17"
Bahia de Guaymas 27° 55’ 06” 110°53'56” Laguna Grande y Chica 20° 03’ 96° 38’
Estero de Lobos 27°22° 012" 110°33'0” Laguna La Mancha 19° 34 96° 27’
Estero de Huivuilay 27° 4 0127 110° Laguna Farallon 19° 38 96° 24’
Bahia de Yavaros 26° 42’ 0” 109° 30° Laguna El Llano 19° 36’ 96° 21
Estero de Agiabampo 26°15’0” 109°15’ Laguna Verde 19° 4% 96° 24’
Estero de Lechuguilla 25° 36’ 109° 22’ 58.8” Laguna Mandinga 19° 00 96° 02’
Bahia Ohuira 25° 25’ 108° 50’ Laguna Alvarado 18° 43 95°42’
Canal de Saliaca 25°9’ 108° 9’ Laguna Sontecomapan 18° 30’ 95° 00
Bahia de Santa Maria 25°4'0.12” 108° 6’ Laguna Ostion 18° 07 94° 37
Estero de Quevedo Rio Calzadas 18°6'14” 94°27°'53”
Estero de Urias 23°12.7 106° 22.4’ Laguna Carmen 18°13'22.2” 93° 48’ 0”
Laguna Huizache-Caimanero 22° 50’ 00” 105°55’00” Laguna Machona 18.3333 93°40°0.12”
Laguna El Verde 233525’ 106° 35 35 Laguna Mecoacan 18°22'0.12” 93°9'0”
Laguna Santa Maria 25° 25’ 108° 50’ Ssitema Pom-Atasta 18°34'59.88” 92°12'0 “
Sistema San Ignacio-Navachiste-Macapule 25° 26’19.38” 108°48’43.9 Laguna Términos 18°03'27” 92° 28’ 38”
Sistema Santa Maria-Topolobampo-Ohuira 25° 36’ 109° 04 Estero Sabancuy 91°10° 18° 57
Laguna Mexcaltitlan 21° 54’ 217 105° 28’ 3170 Laguna Celesttn 21° 30’ 00” 87° 15’ 00”
Laguna Cuyutlan 18° 55’ 04” 104°04’ 23” Laguna Chelem 21°16’ 00” 89°45’ 00”
Laguna Juluapan 19° 07’ 104° 24’ Laguna Dzilam 21°20’ 5.626” 88° 12’ 50.8”
Laguna Nuxco 17°10°0.12“ 100° 48’ 0” Ria Lagartos 20° 27" 90°13'0
Laguna Mitla 16° 58’ 59.88” 1006’ Laguna Yalahau 21° 30’ 00” 87° 15’ 00”
Laguna San Marcos 16°40’0.12” 99 16’ 59.88” Laguna Holbox 21° 36’ 14.04” 87° 31’ 59.88”
Laguna Chautengo 16°37°0.12” 99°7°0.12” Laguna Chelem 21°16’ 00” 89° 45’ 00”
Laguna Coyuca 16° 57’ 100 4’ 58.8” Laguna Chacmochuk 21°19' 59.88” 86° 52’ 0.12”
Laguna Corralero 1613 0.12” 98° 7' 0.12” Laguna Nichupté 21°7 0127 86° 46’ 59.88”
Sistema Chacahua-Pastoria 15° 58’ 45” 97° 40’ 417 Laguna Bojorquez 21°09'38” 86° 50’ 51”
Laguna Manialtepec 15° 56’ 45” 97° 11’ 40” Laguna Ascencion 19°40°0” 87°30°0”
Sistema Superior e Inferior 1619 14.13” 94°39' 17.73” Laguna Chetumal 18° 30" 13” 88°18' 19”
Laguna Mar Muerto 16°8’50” 94°15'43”
Laguna Joya-Buenavista 15° 48 93° 32
Sistema Carretas-Pereyra 15° 39’ 2.221” 93°20’ 33.17”
Sistema Chantuto-Panzacola 15°15’0” 92° 54’ 0”
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Laguna Madre, 1987

Laguna Pueblo Vigjo, 1995
Laguna de Tamiahua, 1981

Laguna de Tamiahua, 1995

Rio Tuxpan, 1980

Laguna de Tampamachoco, 1980
Laguna de Tampamachoco, 1991
Laguna de Tampamachoco, 1995
Laguna de Tampamachoco, 2010

Laguna de Tampamachoco, 2013
Laguna La Mancha, 1980
Laguna Farallon, 2013

Laguna El Llano, 2013

Laguna Verde, 2013
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L
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&
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—._
Laguna de Mandinga, 1982 —i
Laguna de Mandinga, 1997 ——
Laguna de Alvarado, 1966 —a—
Laguna de Alvarado, 1997 ——
Laguna de Alvarado, 1999 —_——
Laguna de Sontecomapan, 1992 —a—
Laguna del Ostion, 1985 —&
Rio Calzadas, 1985 —a—
Laguna Carmen, 1996 —a—
Laguna Machona, 1996 -
Laguna Mecoacan, 1996 —+—
Laguna de Términos, 1974 B
Laguna de Términos, 1974 ———H
Laguna de Términos, 1999 ——
Estero Sabancuy, 2009 ———
Laguna Celestin, 1994 —
Laguna Celestdn, 2010 —a—
Laguna Chelem, 2010 —
Laguna Dzilam, 2010 —_—
Laguna Dzilam, 2010 ——
RiaLagartos, 2004 | ———@——
Ria Lagartos, 2006 - g
Laguna Yalahau, 2002 i
Laguna Holbox, 2010 ——
Laguna Chelem, 1998 &
Laguna Chacmochuk, 2010 —a—
Laguna Nichupté, 2006 —
Laguna Nichupte, 2010 —a—
Laguna Bojorquez, 2006 —a—
i
/1

Laguna Ascencion, 2006
Bahia Chetumal, 2006

Figura 2. Concentracién promedio, minima y maxima de oxigeno disuelto (mL/L)
en ambientes costeros del golfo de México y Caribe mexicano. m = Promedio.
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En la Tabla 3, donde se muestra la integracion de los mismos pa-
rametros para el golfo de México-Caribe mexicano, contrasta la mayor
frecuencia de analisis, e incluso por el mismo grupo de investigadores
y algunos otros autores extranjeros.

Dado que los parametros que menos han sido determinados son el
nitrégeno y fosforo totales, en la tabla 4 se presentan ejemplos regis-
trados en algunas lagunas costeras con mediciones de tales concen-
traciones que pueden ser empleadas comparativamente en estudios
de balances de nutrientes o contenidos que reflejen contaminacion,
ejemplo de esto Ultimo es el rio Calzada, que descarga a la laguna del
Ostion, en Veracruz.

Con base en los resultados de los parametros analizados, se elabo-
raron graficas con sus intervalos correspondientes. De éstos destaca,
por diferencia de escalas, el contenido de oxigeno disuelto, que vario
de lo andxico (< 1 mL/L), en el mayor de los casos en el Pacifico, a
la sobresaturacion (>10 mL/L) (Figs. 1-2). En el caso de los ortofos-
fatos (Figs. 3-4), el intervalo de concentraciones fue bajo, sobre todo
considerando que la escala de variacion fue de micromoles (M), y en
localidades especificas se presentaron concentraciones elevadas, que
se abordan en la discusion.

Una situacion semejante se presenta para los nitratos (Figs. 5-6).
Sobresale el contenido de amonio, cuyas concentraciones en el golfo
de México y Caribe mexicano fueron altas en su mayoria, comparadas
con el Pacifico (Figs. 7-8); sin embargo, cabe destacar que las figuras
no presentan las mismas escalas en el eje de las Y.

El contenido de clorofila a en ambas vertientes fue amplio (Figs.
9-10). Con el objeto de proponer la concentracion media de todos los
parametros anteriores, se elaboraron histogramas que muestran la
concentracion promedio, minima y maxima para todos los parametros
comunes en los sistemas costeros de ambas vertientes (Fig. 11).

DISCUSION

Con la informacion recabada y analizada en el periodo que compren-
de de 1960 a 2015 se observé lo siguiente: las concentraciones de
0, se encuentran en intervalos de variacion amplios, que van de con-
diciones de anoxia-hipoxia (0 a <2 mL/L) en el 4% de los registros,
hasta condiciones aireadas o bien oxigenadas (de 4 a >5 mL/L), que
representan el 44% (Figs. 1-2). Destaca la laguna de Tampamacho-
0, que ha sido muestreada en diversas ocasiones desde 1979 hasta
2013; durante este periodo, los contenidos de oxigeno han fluctuado
de manera similar entre la anoxia-hipoxia (0.3 - 1.8 mL/L) hasta so-
bresaturacion (8 - 9 mL/L) (Tabla 2, Fig. 2), a pesar del incremento
poblacional y de las diversas actividades antropogénicas que se han
llevado a cabo en las margenes de este cuerpo costero. Destacan
también los casos de anoxia-hipoxia determinados en las lagunas de
Nuxco, Mitla, Chantuto-Panzacola, La Joya Buenavista, por mencio-
nar algunas, entre las décadas de 1970 y 1980. Si se considera este
periodo de menor impacto por actividades antropogénicas y menor
densidad poblacional, las concentraciones de este gas se pueden
considerar como normales obtenidas en sitios aislados y puntuales,
o incluso en aquéllos de amplia dinamica de circulacion, siempre
y cuando las determinaciones se hagan en las primeras horas del
amanecer, cuando los ambientes salen de la respiracion nocturna.
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Intervalos de parametros no-conservativos costero

Bahia de San Quintin

Bahia de los Angeles, 1972
Bahia Concepcion, 1972
Ensenada de la Paz, 1972
Bahia de La Paz, 1981
Laguna de la Cruz, 1972
Bahia de Guaymas, 1972
Estero de Lobos, 1972
Estero de Huivuilay, 1972
Bahia de Yavaros, 1972
Estero de Agiabampo, 1972
Estero de Lechuguilla, 1972
Bahia Ohuira, 1972

Canal de Saliaca, 1972
Bahia de Santa Maria, 1972
Estero de Quevedo, 1972
Estero de Urias, 1972
Huizache-Caimanero, 1998
Huizache-Caimanero, 1995
Huizache-Caimanero, 1991
Estero El Verde, 1983
Laguna Sta. Maria, 1972
Topolohampo-Ohuira-Sta. Maria, 2007
San Ignacio-Navachiste-Macapule, 2007
Mezcaltitlan, 1982
Cuyutlan, 1991

Cuyutlan, 2005

Juluapan, 1993

Nuxco, 1975

Mitla, 1976

San Marcos, 1975
Chautengo, 1976

Coyuca, 1999

Corralero, 1993
Chacahua-Pastorfa, 1992
Manialtepec, 1989
Superior e Inferior, 1987
Mar Muerto, 1987
Joya-Buenavista, 1987
Carretas-Pereyra, 1991
Carretas-Pereyra, 1998
Carretas-Pereyra, 2000
Chantuto-Panzacola, 1991
Chantuto-Panzacola, 1997
Chantuto-Panzacola, 1999
Chantuto-Panzacola, 2000
Chantuto-Panzacola, 2009
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Figura 3. Concentracién promedio, minima y maxima de ortofosfatos (uM) en ambientes costeros del Pacifico mexicano. m = Promedio.
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Ejemplo de estos casos son la laguna La Joya Buenavista, en donde
se han registrado maximos de 10 mL/L, o Chantuto-Panzacola, con
maximos de 6 mL/L determinados a mediodia, cuando se presen-
ta la maxima actividad fotosintética. Aun en la década de 1990, se
cuantificaron contenidos hipdxicos, pero con maximos cercanos a
la saturacion (100%) en un mismo sistema, como es el caso de la
laguna de Chantuto-Panzacola en 2000 y 2015. Otros casos simi-
lares son la laguna de Coyuca de Benitez, que en1999 present6 un
amplio intervalo, desde anoxia hasta sobresaturacion (>100%), con
niveles que superaron los 8 mL/L; de manera similar, la laguna de
Chelem, en 1998, presentd niveles de este gas con una fluctuacion
entre la anoxia (0.2 mL/L) y la sobresaturacion (10.9 mL/L) (Tabla 2;
Figs. 1y 2). Estos sistemas costeros han experimentado un incre-
mento de asentamientos riberefios y, por lo tanto, de sus descargas
de aguas negras ricas en materia organica que requiere de oxigeno
para descomponerse o remineralizarse, con tendencia a la hipoxia;
sin embargo, puede haber incrementos de oxigeno por una fotosinte-
sis muy activa, como respuesta a una alta productividad primaria por
un aporte alto de nutrientes.

Los contenidos de ortofosfatos (Figs. 3-4) se encuentran en un in-
tervalo de no detectable hasta 5 pM en 80% de los casos, y con 10uM
en 11% de los casos; la Ultima concentracion incluso puede conside-
rarse como “normal”, por lo determinado en afios atras en las lagunas
La Joya Buenavista (1987), Ohuira (1978), Santa Maria (1978), Huiza-
che y Caimanero (1998) y Manialtepec (1989).

Por arriba de esas concentraciones se considera una condicion de
eutrofia, como en el rio Calzadas (que descarga en la laguna del Ostion),
que ha alcanzado contenidos maximos de 104 yuM (Tabla 3; Fig. 4).
Cabe recordar que niveles superiores a los 10 pM dependeran no sélo
de las descargas antropogénicas, sino también de la geomorfologia y
geoquimica de este nutriente, en donde el sedimento juega un papel
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importante; asi como de otros factores asociados al sustrato, como:
condiciones hidrodinamicas y de desecacion, tasas de sedimentacion,
remocion por efecto de viento y marea y quimicos de dxido reduccion,
entre otros, que incrementan o disminuyen la concentracion de fésforo:

Por ejemplo, Aguifiiga y Alvarez-Borrego (1989) determinaron que
en el estero de Punta Banda los contenidos de fosforo fueron mayores
durante la bajamar (PO4max = 30uM) con respecto a estos mismos en
la pleamar (POg4max = 3pM). Esto sugiere que durante el flujo existe
una entrada de agua de la columna hacia los sedimentos y que durante
el reflujo salen tanto fosfatos como amonio del agua intersticial de los
sedimentos.

En el caso de los nitratos (Figs. 5-6), su intervalo de concentracion
ha ido ampliandose no solo por las descargas de aguas negras urba-
nas, sino también por el uso constante e intensivo de fertilizantes que
escurren de los campos agricolas a los rios, los cuales desembocan
en los ecosistemas costeros. Dicho incremento es visible en la Laguna
Chantuto-Panzacola entre los afios 1991 a 2015, cuando alcanz6 un
contenido por arriba de 100uM, nivel anormal de lo comdnmente re-
gistrado en ambientes costeros. Riley y Chester (1971) proponen como
niveles “normales” para el ambiente marino, maximos de 35pM,; sin
embargo, en sistemas costeros, como las lagunas, estas ultimas con-
centraciones pueden ser cercanas a 50 UM, sin que sean consideradas
como eutrofizadas.

En el caso del amonio (Figs. 7- 8), es un ién que se puede encon-
trar normalmente con una variacion espacio temporal dependiente, entre
otros factores, de la geomorfologia local con condiciones particulares de
aislamiento de baja circulacion y vegetacion en descomposicion. En la
laguna de Huizache-Caimanero se determinaron contenidos cercanos a
30 uM y 3 afios después poco mas de 80 pM, resultado de los citados
factores. Concentraciones maximas similares también se han registrado
en diversos ambientes del golfo de México y Caribe (Tabla 3; Figs. 7-8).

Tabla 4. Concentraciones de fosforo total (Pt) y nitrégeno total (Nt) en diversas lagunas costeras mexicanas.

Laguna i Nt Laguna i Nt
(M) (HM) (M) (M)
Topolobampo-Ohuira, Sin. 3.1 35.5 Laguna Madre, Tam. 9.12 8.18
Navachiste-San Ignacio, Sin. 2.09 35.5 Pueblo Viejo, Ver 0.97 9.31
Santa Maria-La Reforma, Sin. 2.69 35.71 Tamiahua, Ver. 1.84 9.12
Ceuta, Sin. 5.38 70.89 Tampamachoco, Ver. 4.05 14.06
Chautengo, Gro. 1.98 10.18 Rio Tuxpan, Ver. 3.56 14.82
Mitla, Gro. 1.84 5.95 Mandinga, Ver. 3.03 15.42
San Marcos, Gro. 5.75 10.9 Alvarado-Camaronera, Ver. 9.83 13.35
Nuxco, Gro. 2 3.3 Sontecomapan, Ver. 5.82 24.6
Chacahua-Pastoria, Oax. 1.47 3.1 Rio Calzada, Ver. 96.31 308.75
Manialtepec, Oax. 1.33 3.87 Ostién, Ver. 17.04 22.8
Lagartero, Oax. 19 79 Carmen-Pajonal-Machona, Tab. 8.7 18.43
Superior e Inferior, Oax. 6.8 6.69 Mecoacan, Tab. 5.12 11.9
Mar Muerto, Oax. 8.05 6.65 El Yucateco, Tab. 33.9 63.19
La Joya-Buena Vista, Chis. 10.78 9.15 Términos, Camp. 2.5 125

Hidrobiol6gica



Intervalos de parametros no-conservativos costero

Laguna Madre, 1987

Laguna Pueblo Viejo, 1995
Laguna de Tamiahua, 1981
Laguna de Tamiahua, 1995

Rio Tuxpan, 1980

Laguna de Tampamachoco, 1980
Laguna de Tampamachoco, 1991
Laguna de Tampamachoco, 1995
Laguna de Tampamachoco, 2010
Laguna de Tampamachoco, 2013
Laguna de Tampamachoco, 2014
Estero Casitas, 2014

Laguna Grande y Chica, 2014
Laguna La Mancha, 1980
Laguna La Mancha, 1990
Laguna La Mancha, 2014
Laguna Farallén, 2013

Laguna El Llano, 2013

Laguna Verde, 2013

Laguna de Mandinga, 1982
Laguna de Mandinga, 1997
Laguna de Alvarado, 1966
Laguna de Alvarado, 1975
Laguna de Alvarado, 1997
Laguna de Alvarado, 1999
Laguna de Alvarado, 2014
Laguna de Sontecomapan, 1992
Laguna de Sontecomapan, 2003
Laguna del Ostion, 1985

Rio Calzadas, 1985

Laguna Carmen, 1996

Laguna Machona, 1996

Laguna Mecoacan, 1996

Laguna Pom-Atasta, 1999
Laguna de Términos, 1974
Laguna de Términos, 1974
Laguna de Términos, 1999
Estero Sabancuy, 2009

Laguna Celestdn, 1994

Laguna Celestdn, 1994

Laguna Celestdn, 2010

Laguna Chelem, 2010

Laguna Dzilam, 2010

Laguna Dzilam, 2010

Ria Lagartos, 2004

Ria Lagartos, 2006

Laguna Yalahau, 2002

Laguna Holbox, 2010

Laguna Chelem, 1998

Laguna Chacmochuk, 2010
Laguna Nichupté, 2006

Laguna Nichupte, 2010

Laguna Bojorquez, 2006

Bahia de San Quintin

Bahia de los Angeles, 1972
Bahia Concepcion, 1972
Ensenada de la Paz, 1972
Bahia de La Paz, 1981
Laguna de la Cruz, 1972
Bahia de Guaymas, 1972
Estero de Lobos, 1972
Estero de Huivuilay, 1972
Bahia de Yavaros, 1972
Estero de Agiabampo, 1972
Estero de Lechuguilla, 1972
Bahia Ohuira, 1972

Canal de Saliaca, 1972
Bahia de Santa Maria, 1972
Estero de Quevedo, 1972
Estero de Urias, 1972
Huizache-Caimanero, 1998
Huizache-Caimanero, 1995
Huizache-Caimanero, 1991
Estero El Verde, 1983
Laguna Sta. Maria, 1972
Topolobampo-Ohuira-Sta. Maria, 2007
San Ignacio-Navachiste-Macapule, 2007
Mezcaltitlan, 1982
Cuyutlan, 1991

Cuyutlén, 2005

Juluapan, 1993

Nuxco, 1975

Mitla, 1976

San Marcos, 1975

Chautengo, 1976
Coyuca, 1999

Corralero, 1993
Chacahua-Pastorfa, 1992
Manialtepec, 1989
Superior ¢ Inferior, 1987
Mar Muerto, 1987
Joya-Buenavista, 1987
Carretas-Pereyra, 1991
Carretas-Pereyra, 1998
Carretas-Pereyra, 2000
Chantuto-Panzacola, 1991
Chantuto-Panzacola, 1997
Chantuto-Panzacola, 1999
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Chantuto-Panzacola, 2000
Chantuto-Panzacola, 2009

Laguna Ascencion, 2006
Bahia Chetumal, 2006

Figura 4. Concentracion promedio, minima y maxima de ortofosfatos (uM) en  Figura 5. Concentracién promedio, minima y maxima de nitratos (uM) en am-
ambientes costeros del golfo de México y Caribe mexicano. m = Promedio. bientes costeros del Pacifico mexicano. m = Promedio.
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Laguna Madre, 1987
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Topolobampo-Ohuira-Sta. Maria, 2007
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San Marcos, 1975
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Joya-Buenavista, 1987
Carretas-Pereyra, 1991
Carretas-Pereyra, 1998
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Figura 6. Concentracion promedio, minima y maxima de nitratos (uM) en am-
bientes costeros del golfo de México y Caribe mexicano. @ = Promedio.

Figura 7. Concentracion promedio, minima y maxima de amonio (uM) en am-
bientes costeros del Pacifico mexicano. m = Promedio.
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Intervalos de parametros no-conservativos costero

Laguna Madre, 1987

Laguna Pueblo Viejo, 1995
Laguna de Tamiahua, 1981
Laguna de Tamiahua, 1995

Rio Tuxpan, 1980

Laguna de Tampamachoco, 1980
Laguna de Tampamachoco, 1991
Laguna de Tampamachoco, 1995
Laguna de Tampamachoco, 2010
Laguna de Tampamachoco, 2013
Laguna de Tampamachoco, 2014
Estero Casitas, 2014

Laguna Grande y Chica, 2014
Laguna La Mancha, 1980
Laguna La Mancha, 1990
Laguna La Mancha, 2014
Laguna Farallon, 2013

Laguna El Llano, 2013

Laguna Verde, 2013

Laguna de Mandinga, 1982
Laguna de Mandinga, 1997
Laguna de Alvarado, 1966
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Laguna de Alvarado, 1997
Laguna de Alvarado, 1999
Laguna de Alvarado, 2014
Laguna de Sontecomapan, 1992
Laguna de Sontecomapan, 2003
Laguna del Ostion, 1985

Rio Calzadas, 1985

Laguna Carmen, 1996
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Laguna Pom-Atasta, 1999

Laguna de Términos, 1974
Laguna de Términos, 1999
Estero Sabancuy, 2009
Laguna Celest(n, 1994
Laguna Celest(n, 1994
Laguna Celestin, 2010
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Ria Lagartos, 2004

Ria Lagartos, 2006
Laguna Yalahau, 2002
Laguna Holbox, 2010
Laguna Chelem, 1998
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Laguna Nichupté, 2006
Laguna Nichupte, 2010
Laguna Bojorquez, 2006
Laguna Ascencion, 2006
Bahia Chetumal, 2006
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Figura 8. Concentracion promedio, minima y maxima de amonio (wM) en ambientes costeros del golfo de México y Caribe mexicano. m = Promedio.
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0 1 00 100 10 100
Bahia de San Quintin W Laguna Madre, 1967 .
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Figura 9. Concentracion promedio, minima y maxima de clorofila a (ug/L) en  Figura 10. Concentracion promedio, minima y maxima de clorofila a (ug/L) en
ambientes costeros del Pacifico mexicano. m = Promedio. ambientes costeros del golfo de México y Caribe mexicano. m = Promedio.
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Figuras 13a-c. Histogramas de frecuencia delos valores promedio, minimo y
maximo de distintos parametros fisicoquimicos de 72 ambientes estuarinos y
costeros mexicanos. a-c), Clorofila a (ug/L).
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En el estero de Punta Banda, Aguifiiga y Alvarez-Borrego (1989)
determinaron que las concentraciones fueron de un orden de magnitud
mayor durante la bajamar (NH, max = 50 pM) con respecto a estos mis-
mos en la pleamar (NH, max = 5 uM); dinamica de este nutriente expli-
cado por dichos autores para el fésforo. Esto sugiere que durante el flu-
jo existe una entrada de agua hacia los sedimentos, y durante el reflujo
los fosfatos y el amonio salen del agua intersticial. Por lo anterior, las
concentraciones fueron calificadas como eutréficas de manera natural,
ya que no hay asentamientos urbanos ni descargas de aguas negras.
En la laguna de Coyuca, en 1999, se determinaron contenidos cercanos
a los 170 pM, por lo que esta laguna se clasificd como eutrofizada. El
incremento de las concentraciones de nutrientes no se debe sdlo a fac-
tores fisicos naturales, como en el caso del estero de Punta Banda, sino
también al aumento de las actividades antropicas, como en la laguna
Chantuto-Panzacola, que en 1991 se cuantificaron 52 pM y 25 afios
después (2015) se registraron 199 pM. Destaca por sus concentracio-
nes promedio y maximas de amonio (49 y 526 uM, respectivamente), el
rio Calzadas en su descarga a la laguna del Ostion, correspondiente a
una zona pantanosa sujeta adicionalmente a entradas de nutrientes de
actividades industriales. Estos dos ultimos ejemplos son considerados
eutrdficos culturales, resultado de las actividades antropogénicas que
se llevan a cabo en las zonas adyacentes a las lagunas.

En la tabla 4 se muestra una sintesis de determinaciones fisicoqui-
micas en diferentes lagunas costeras en las que se incluye el fosforo
total y nitrégeno total. Estos dos parametros no se determinan comdn-
mente e incluyen tanto formas organicas como inorganicas (formas mi-
nerales), particuladas o disueltas, cuyos objetivos pueden diferir de las
determinaciones fisicoquimicas rutinarias y ecoldgicas (no para calidad
de agua) y con metodologias no comparativas. Destaca que los niveles
mas altos de fosforo total se determinaron en la Bahia de Ceuta, region
en la que mas se llevan a cabo actividades antropogénicas.

El contenido de clorofila a en los ecosistemas costeros es un indice
que da idea de las condiciones troficas naturales o culturales (Vazquez
Botello et al., 2006). Se caracteriza por su amplia variacion temporal
(fundamentalmente diurna) como espacial (distribucion en parches).
Bajo condiciones de no impacto por actividades antropogénicas, se
han registrado desde <1mg/m?® hasta poco mas de 143 mg/m?3,como
en Chantuto-Panzacola en 1991, siendo ejemplo de un caso extremo;
sin embargo, 25 afios después (2015) se determinaron contenidos de
43 mg/md, disminucion que puede ser resultado de la distribucion en
parches del fitoplancton. Con base en la informacién recopilada, los in-
tervalos de las concentraciones de este pigmento pueden oscilar entre
< 4 a20mg/md (Tablas 2 y 3; Figs. 9-10), , que representan entre 27%
a 50%, respectivamente. Aunque este amplio intervalo también varia
localmente; por ejemplo, la laguna La Cruz (Sonora) registro valores de
clorofila ade 3.89 en verano y de 4.79mg/méen invierno (Morales-Soto
et al., 2000).

CONSIDERACIONES FINALES

Se puede concluir que los amplios intervalos de concentracion de los
diferentes parametros fisicoquimicos y de clorofila a aqui reportados
son resultado tanto de factores y condiciones locales como de la inte-
raccion con ambientes adyacentes, por lo que presentan variaciones
espacio-temporales, propias de latitudes tropicales y muchas veces
con caracteristicas unicas a cada ecosistema. Por lo anterior, esta va-
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riabilidad debe tomarse en cuenta si se quiere generar un indice para
clasificar los ambientes y reconocer los que han recibido un impacto
antropogeénico.
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ABSTRACT

Background. It is known that organisms inhabiting polluted marine habitats may experience adverse physiological
effects. The port of Santa Rosalia, Gulf of California, is characterized by high concentrations of heavy metals in sediments,
particularly Cu, Zn, Co, Mn, Pb, and U, which are potentially toxic to the marine biota. In addition, this port receives urban
wastewater that contributes mostly organic pollutants to the coastal zone. Goals. The main objective of this work was to
determine whether clams in the mining region showed adverse effects because of the contamination. Methods. Through
the analysis of biometric parameters, condition index, and weight-length relationship, the overall health of the chocolate
clam Megapitaria squalida was evaluated in the coastal zone of the Santa Rosalia port and compared with data for clams
from four mining-free areas. Results. Our findings revealed that clams from Santa Rosalia showed poor health, evidenced
by their smaller size, inferior condition, and negative allometric growth compared to clams from all other sites, including
San Lucas, a site located a few kilometers away from the pollution hot-spot and where the conditions of temperature
and food availability are similar to those in the port area. Conclusions. All of the above suggests negative physiological
effects in this species possibly caused by contamination from metals and/or organic pollutants from urban discharges.
Particularly, it is likely that M. squalida at the mining site allocates more energy towards depurating or storing metals, in
turn leading to poorer condition and deficient growth.

Key words: Bivalves, condition index, heavy metals pollution, physiological condition, weight-length relationship.

RESUMEN

Antecedentes. Se sabe que los organismos que habitan zonas marinas contaminadas pueden experimentar efectos
fisioldgicos adversos. El puerto de Santa Rosalia, Golfo de California, se caracteriza por presentar altas concentraciones
de metales pesados en los sedimentos, particularmente Cu, Zn, Co, Mn, Pb y U, los cuales son potencialmente toxicos
para la biota marina. También, este puerto recibe aguas residuales urbanas que contribuyen a la contaminacion organica
de la zona costera. Objetivos. El principal objetivo de este trabajo fue determinar si las almejas de la region minera pre-
sentan efectos adversos como resultado de la contaminacion. Métodes. A través del analisis de parametros biométricos,
el indice de condicion y la relacion peso—longitud, se evalud la salud general de la almeja chocolata Megapitaria squalida
en la zona costera del puerto de Santa Rosalia y se comparé con datos de almejas de cuatro areas libres de mineria.
Resultados. Los resultados revelaron que las almejas de Santa Rosalia tienen salud deteriorada, evidenciada por su
menor tamafio, baja condicion y un crecimiento alométrico negativo en comparacion con las almejas de todos los otros
sitios, incluyendo San Lucas, un sitio localizado a pocos kilémetros del punto de contaminacion y donde las condiciones
de temperatura y disponibilidad de alimentos son similares a las del area portuaria. Conclusiones. Todo lo anterior
sugiere efectos fisioldgicos negativos de esta especie, posiblemente causados por la contaminacion por metales y/o por
contaminantes organicos provenientes de las descargas urbanas. Particularmente, es probable que M. squalida en el sitio
minero destine mas energia para depurar o almacenar metales, lo que a su vez conduce a una condicién mas pobre y un
crecimiento deficiente.

Palabras clave: Bivalvos, condicion fisioldgica, indice de condicion, contaminacién por metales pesados, relacion peso-
longitud.
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INTRODUCTION

Research has established that organisms inhabiting marine habitats
polluted by heavy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons, polychlo-
rinated biphenyls, etc., may experience adverse physiological effects
(Ruiz et al., 2014). Biological or somatic indices and the weight-length
relationship are among the tools most commonly used to assess the
overall health (nutritional status and energy reserves) and physiologi-
cal status (growth, reproduction, etc.) of organisms, since they provi-
de information on the overall effects on biota of stress, environmental
factors, and pollution (Lucas & Beninger, 1985; Filgueira et al., 2013).
Some advantages of these indicators include low cost and prompt re-
sults. These measurements are representative and sensitive to environ-
mental changes, hence they are very useful in obtaining a preliminary
diagnosis of the physiological status of organisms living in polluted
areas (Mercado-Silva, 2005).

The port of Santa Rosalia is located within the Gulf of California in
the central eastern coast of the Baja California peninsula Mexico. It is
characterized by high concentrations of heavy metals in sediments and
soils associated with copper mining and smelting that has occurred
there for nearly a century (Wilson & Rocha, 1955; Huerta-Diaz et al.,
2014). As a result, coastal marine sediments near this port have ab-
normally high levels of some heavy metals, particularly Cu (3,390 mg
kg™, Zn (1,916 mg kg™'), Co (166 mg kg™), Mn (6,770 mg kg™), Pb (226
mg kg™), and U (11.8 mg kg™'), and are potentially toxic to the marine
biota (Shumilin et al., 2013). In addition, this port is located in a delta of
streams so freshwater discharges are common during the rainy season
and include urban wastewater that adds mostly organic pollutants to
the coastal zone (Huerta-Diaz et al., 2014).

The chocolate clam, Megapitaria squalida (Sowerby, 1835), is one
of the most abundant bivalve species in Baja California Sur, and in the
past few years it has become an alternative resource when other spe-
cies of higher market value are not available due to fishing restrictions
(closed season). More recently, however, this clam is being harvested
throughout the year due to its local and regional importance, thus be-
coming a fishery resource of great importance (Arellano-Martinez et al.,
2006). M. squalida can be considered a good indicator of environmen-
tal health, given its ability to concentrate heavy metals, its widespread
abundance in the region, and its sedentary nature. It should, therefore,
provide a comprehensive picture of the health of its ecosystem (Méndez
et al., 2006; Frias-Espericueta et al., 2008; Cantti-Medellin et al., 2009).

The present study evaluates the health status of M. squalida inha-
biting the coastal zone of the Santa Rosalia mining port, Gulf of Califor-
nia, Mexico, through the analysis of size, condition index, and weight-
length relationships. Additionally, these results were compared with
data of clams from four coastal areas of the Baja California peninsula
deemed pristine. The main objective was to determine whether clams in
the mining region show adverse effects because of the contamination.

MATERIALS AND METHODS

Sampling. Monthly sampling (30 individuals on average) was done from
May 2012 to April 2013 in a marine area adjacent to the“hot spot” (area
with high concentrations of heavy metals in sediments) of the port of
Santa Rosalia, Gulf of California (27°20’ N and 112°16’ W) (Shumilin et
al., 2000; Shumilin et al., 2013). Samples were also collected from San
Lucas, a site located 13 km south of Santa Rosalia, as well as from Bahia
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de La Paz, Laguna Guerrero Negro, and Bahia Magdalena (Fig. 1). Since
no mining associated with heavy metals is conducted in the latter, they
are considered pristine or low-impacted areas (Shumilin et al., 2000; Ca-
dena-Cardenas et al., 2009). For each specimen, shell length (maximum
distance along the anterior-posterior axis) (= 0.1 mm), total weight, wet
weight (off-shell weight), and shell weight (+ 0.1 g) were recorded.

Size frequency, condition index, and weight-length relationships.
To analyze the size distribution of M. squalida for each zone, frequency
histograms for shell length were constructed. The physiological status
was estimated by calculating the condition index as the relative (per-
centage) relationship between wet weight (no shell) and total weight
(Mouneyrac et al., 2008). As additional indicator of health status, growth
was examined by considering the weight (total weight, wet weight or
shell weight) of each specimen with respect to length (Tlili et al., 2011).
To this end, the relationship between weight and shell length was cal-
culated using the potential function y = ax®, where: y is total weight,
wet weight or shell weight, a and b are constants, and x is length. The
value of b is the coefficient of allometry, used as an indicator of the
type of growth exhibited by a given species (Gaspar et al., 2001). For
all relationships, we calculated the coefficient of determination (R? to
determine the degree of association between weight and length.

Statistical Analysis. To test for significant differences in size, weight,
and condition index between specimens from different areas of stu-
dy, an analysis of variance (ANOVA) was used, followed by Tukey’s
test when significant differences were found. Because the condition
index values are percentages, these were normalized through an arc-
sine transformation (Zar, 1996). To determine whether the growth of M.
squaliaa is isometric (b = 3; increase in the same proportion in weight
and height), negative allometric (b < 3, greater increase in size vs.
weight), or positive allometric (b > 3, greater increase in weight vs.
size), a Student’s £ test was performed (H,, b = 3) (Ricker, 1975; Zar,
1996). In addition, the growth type of M. squalida was compared bet-
ween sites through a residual sum of squares (Ratkowsky’s ARSS) for
the comparison of slopes in nonlinear functions (Chen et al., 1992). This
test assesses statistical differences between two or more curves by
calculating an F value. Statistical testing was performed with the soft-
ware STATISTICA for Windows (version 10, Statsoft), with a significance
level of a = 0.05 for all tests.

RESULTS

A total of 1,687 specimens were analyzed: 370 clams from Santa Ro-
salia, 326 from San Lucas, 305 from Bahia de La Paz, 333 from Laguna
Guerrero Negro, and 353 from Bahia Magdalena.

Biometrics. Significant differences were found between study areas in
all biometric parameters of M. squalida (ANOVA, p < 0.05) (Table 1). The
largest specimens in length were observed in Laguna Guerrero Negro
and Bahia Magdalena (Fm’ - 385.6, p < 0.05), followed by San
Lucas. The smallest clams were collected in Santa Rosalia and Bahia
de La Paz. The heaviest clams were found in Bahia Magdalena (F, g,
= 235, p < 0.05), followed by San Lucas and Laguna Guerrero Negro.
The lightest clams were collected in Santa Rosalia and Bahia de La Paz.
The highest wet weight (F, ., = 471.2, p < 0.05) was recorded in
Bahia Magdalena, followed by Laguna Guerrero Negro and San Lucas.
The lowest wet weight values were recorded in Bahia de La Paz and
Santa Rosalia.
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Figure 1. Geographical location of the study areas in localities of the northern portion of the Mexican Pacific.

Table 1. Biometric parameters of Megapitaria squalida by sampling site in localities of the northern portion of the Mexican Pacific. Mean =+ standard
error (minimum — maximum). Means with a different letter indicate significant differences.

Santa

San

Bahia

Laguna

Bahia

Rosalia Lucas de La Paz Guerrero Negro Magdalena ANOVA
6.8 = 0.04¢ 7.7+0.05 6.7 = 0.05° 9.0 = 0.04° 8.8 = 0.06°
Shell length (cm) (2.3-8.6) (5.5-12.5) 2.0-11.1) (6.4-11.5) (30-127) ~ P=0001
Total weight (@) 87.9 + 1.50° 140.3 = 3.36° 78.2 + 1.95° 137.3 = 2.08" 184 + 3.8° 0001
gntg (6.6 - 168) (38.7 - 480.4) (2.2-2745)  (47.4—285.4) 6.6-4893 P=%
. 17.9 + 0.33° 31.8 + 0.66° 18.2 + 0.48° 32.3+ 0510 61137
Wet weight (g) (1.3-33) (10.7 - 104.4) (0.5—83.5) (11.3-58.1) (22-1783  P=0001
n 370 326 305 333 353
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Size frequencies. The size-frequency distribution of M. squalida by
sampling site is shown in Figure 2. Three groups were identified: small
(< 7 cm), medium (8 cm), and large (> 9 cm) clams. Large clams occu-
rred more frequently in Laguna Guerrero Negro and Bahia Magdalena,
followed by San Lucas. Santa Rosalia and Bahia de La Paz had smaller
clams when compared to all other sites.

Condition Index. The variation in the condition index of M. squalida
between sites is shown in Figure 3. Significant differences were found
in the condition index between sites (F<4, 168 = 829.1, p < 0.05). Clams
with a significantly higher index were found at Bahia Magdalena (33%),
followed by Bahia de la Paz (25.8%). Clams from San Lucas and Lagu-
na Guerrero Negro showed intermediate condition index values (23.6%
and 23.5%, respectively), while clams from Santa Rosalia showed a
significantly lower index (19.9%) than all other sites.

Weight-Length relationships. Weight-length relationships (total
weight-shell length, wet weight-total length, and shell weight-total
length) of M. squalida by site are shown in Figure 4. All relationships fit
the potential function (y = ax?), with coefficients of determination (R?)
between 0.73 and 0.95 and a significance of p = 0.001. In general, the
coefficients of allometry (b) fluctuated between 2.35 and 3.32 across
sites (Table 2). Ratkowsky’s ARSS revealed significant differences bet-
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Figure 2. Size-frequency distribution (shell length) of Megapitaria squalida by
sampling site in localities of the northern portion of the Mexican Pacific.
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ween the slopes of each relationship analyzed among sites (p = 0.001).
Compared to the other areas where larger and heavier clams were re-
corded and growth was mainly isometric, Santa Rosalia clams gained
little weight (total, wet, or shell) as shell length increases.

DISCUSSION

Our results revealed the existence of three groups of clams based on
the differences in the variables analyzed (shell length, total weight, wet
weight, and condition index). The Bahia Magdalena group had the lar-
gest clams with the best condition. This area is a Biological Activity
Center (BAC) characterized by high productivity throughout the year
(Lluch-Belda et al., 2000), resulting in abundant food availability for
suspension feeders and conditions that favor better growth and condi-
tion for M. squalida. The second group includes clams of intermediate
size from San Lucas and Laguna Guerrero Negro; although clams from
San Lucas displayed a smaller shell length compared to specimens
from Laguna Guerrero Negro, clams from these two areas shared a
similar total weight, wet weight, and condition. The third group com-
prises clams from Bahia de La Paz and Santa Rosalia, which were the
smallest clams in terms of length, total weight, and wet weight. The
small size of clams from Bahia de La Paz may be related to the intense
fishing in this area, as M. squalida has been considered a resource at
its peak capacity (Lopez-Rocha et al., 2010); in contrast, Santa Rosalia
clams are not an appealing resource for local fishers and, nonetheless,
clams are small.

Although the fishing intensity of a resource and the environmental
conditions in each area influence the biological characteristics and po-
pulation structure of a species, results from this study suggest that the
biometric differences of the Santa Rosalia clams were likely not entirely
attributable to these factors. The maximum shell length of Santa Rosa-
lia clams did not exceed 8 cm, despite this clam population not being
commercially exploited, while clams from other areas reached sizes
between 11 and 12 c¢cm (including those from Bahia de La Paz), i.e.,
the largest recorded sizes across the Baja California Sur coast (Singh
et al., 1991). In addition to the small size, Santa Rosalia clams showed
the lowest condition index values, and although clams from this area
and from Bahia de La Paz were of similar size, the condition of animals
from the former site was significantly poorer. Condition index is affected
by several factors, such as seasonal changes in food availability and/
or quality in each site (Boscolo et al., 2003; Nicholson & Lam, 2005). In
this regard, Santa Rosalia is deemed a nutrient-poor water body of low
primary productivity; although upwelling events occur, they are weak
because of the stratification of the water column (Santamaria-del Angel
et al., 1999). This situation could explain the poor condition and small
sizes of clams in this area. This explanation was ruled out, however,
because in San Lucas, an area located just 13 km south of Santa Rosa-
lia, clams displayed a better condition and were larger despite sharing
similar food availability and water temperatures with the port of Santa
Rosalia (3.0 mg-m chlorophyll aand 23.5 °C for San Lucas; 2.9 mg-m-
chlorophyll aand 23.5 °C for Santa Rosalia, averages for 2011 to 2013
obtained from the NOAA Coastal Zone Color Scanner).

The coastal sediments near the Santa Rosalia mining port contain
heavy metals that are bioaccumulated by organisms (Shumilin et al.,
2011), as reported for brown seaweed Padina durvillaei Bory Saint-Vin-
cent, 1827 (Rodriguez-Figueroa et al., 2009) and for mussels Modiolus
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capax (Conrad, 1837) (Gutiérrez-Galindo et al.,1999) and Mytilus edulis
Linnaeus, 1758 (Cadena-Cardenas et al., 2009). The chocolate clam,
M. squalida, feeds by filtering organic matter suspended in the water
column (mainly phytoplankton), so it is likely that it bioaccumulates me-
tals, as documented for this species elsewhere (Méndez et al., 2006).
Although this study did not determine the concentration of heavy me-
tals in clam tissues, it has been reported that abnormal concentrations
of these elements in surface sediments can cause negative biological
effects in up to 50% of the marine organisms inhabiting this area (Long
et al., 1995; Shumilin et al., 2011). Bivalves mollusks living in polluted
areas or that are exposed to high pollutant concentrations usually show
lower growth rates — and therefore a smaller size — in addition to
a poor condition. This occurs because energy reserves (carbohydra-
tes, lipids, and proteins) are allocated to depurating pollutants from
the body at the expense of the other physiological demands (Leung &
Furness, 2001; Nicholson & Lam, 2005; Peteiro et al., 2006). Differen-
ces in size and condition between clams from Santa Rosalia and those
living in other areas are likely a consequence of impaired growth rates
induced by high concentrations of heavy metals, since clams may be
allocating energy reserves to detoxification at the expense of growth,
hence affecting the overall condition of these organisms (Lucas & Be-
ninger, 1985; Nicholson & Lam, 2005). The relationship between high
concentrations of heavy metals and a poor condition has been widely
reported for various bivalve species such as the clams Macoma balthica
(Linnaeus, 1758) and Cerastoderma edule (Linnaeus, 1758), and the
mussels M. edulis and Perna viridis (Linnaeus, 1758) (Hummel et al.,
1997; Nicholson, 1999). Similarly, the mussel Mytilus galloprovincialis
Lamarck, 1819 and the venerid Meretrix meretrix (Linnaeus, 1758) from
polluted areas (Hg, As, Cu, Pb, Zn, Cd, and Cr, as well as polychlorinated
biphenyls) showed low condition indices versus specimens from less
polluted areas (Pampanin et al., 2005, Meng et al., 2013).
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Figure 3. Variation in the condition index of Megapitaria squalida between sam-
pling sites in localities of the northern portion of the Mexican Pacific. Means (=
standard error) with a different letter indicate a significant difference (ANOVA and
Tukey'’s test, p < 0.05).

The analysis of the weight-length relationships revealed that in
San Lucas, Bahia de La Paz, Laguna Guerrero Negro, and Bahia Mag-
dalena, M. squalida showed isometric growth. This is the most common
type of growth in marine bivalves, and is generally influenced by chan-
ges in environmental variables (Gaspar et al., 2001). In contrast, clams
from Santa Rosalia displayed negative allometric growth, i.e., little in-
crease in weight as shell length increases, which suggests physiologi-
cal impairment due to environmental stress (Malathi & Thippeswamy,
2011). Negative allometric growth is frequently attributed to elevated
environmental pollutants, as reported for the mussel M. galloprovincia-

Table 2. Parameters of the weight-length relationship and growth type of Megapitaria squalida by sampling site in localities of the northern portion
of the Mexican Pacific. a = constant; b = coefficient of allometry, R? = coefficient of determination and p = significance value.

Locality Relationship a b R p Growth type
Santa Rosalia Total weight — length 0.8436 2.39 0.87 0.001 Allometric (-)
Wet weight — length 0.1519 2.45 0.78 0.001 Allometric (-)
Shell weight — length 0.6802 2.38 0.86 0.001 Allometric (-)
San Lucas Total weight — length 0.2294 3.09 0.90 0.001 Isometric
Wet weight — length 0.2452 2.35 0.73 0.001 Allometric (-)
Shell weight — length 0.1112 3.32 0.89 0.001 Allometric (+)
Bahia de La Paz Total weight — length 0.2996 2.92 0.94 0.001 Isometric
Wet weight — length 0.0564 3.08 0.87 0.001 Isometric
Shell weight — length 0.2597 2.83 0.93 0.001 Isometric
Laguna Total weight — length 0.3342 2.71 0.90 0.001 Isometric
Guerrero Negro Wet weight — length 0.0744 2.74 0.78 0.001 Isometric
Shell weight — length 0.2594 2.71 0.90 0.001 Isometric
Bahia Magdalena Total weight — length 0.4987 2.65 0.91 0.001 Isometric
Wet weight — length 0.0928 2.94 0.91 0.001 Isometric
Shell weight — length 0.3431 2.66 0.91 0.001 Isometric
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lis in the coastal area of Galicia in northwestern Spain (Peteiro et al.,
2006), and for Donax trunculus Linnaeus, 1758 in the Gulf of Tunis (Tlli
etal., 2011). In conclusion, it is clear that the biometric parameters, the
condition index, and the growth type of clams that inhabit the Santa
Rosalia port area in the Gulf of California all differ from the pattern
recorded for other areas. These other areas include San Lucas, a site
located a few kilometers away from the pollution hot-spot and where

the conditions of temperature and food availability are similar to those
in the port area. Based on these findings, we conclude that M. squalida
displays poor health and growth in the port of Santa Rosalia area, which
are most likely caused by the high levels of heavy metals in sediments
coupled with pollutants from wastewater discharges from the urban
sewerage system. Further studies on the concentrations of metals in
clam tissues and their potential risks to human and wildlife consumers
are warranted.
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RESUMEN

Antecedentes. El mapeo del fondo marino genera informacion Gtil para estudios ecoldgicos y de conservacion en zonas ma-
rinas. Sin embargo, las metodologias para la delimitacion de unidades en los fondos dominados por sedimentos no consolida-
dos son escasas. Objetivos. Clasificary caracterizar unidades en el fondo marino a partir de la distribucion espacial de cuatro
variables: el contenido de carbonato de calcio, el tamafio medio de grano, la clasificacion del sedimento y la profundidad en
la bahia de La Paz. Métodos. La distribucion espacial de las cuatro variables mencionadas fue generada a partir de modelos
de interpolacion. Los modelos se elaboraron con base en los datos de 85 muestras de sedimento superficial y utilizando un
sistema de informacion geografica. La clasificacion de unidades se determiné agrupando poligonos construidos a partir de
los modelos e implementando un analisis de agrupamiento jerarquico. La caracterizacion se obtuvo con los valores predi-
chos en los modelos. Resultados. Los modelos presentaron valores entre 2.7 a 95% de contenido de carbonato de calcio,
-0.9 a 7.8 ® de tamafio medio de grano (donde ® es una transformacion logaritmica del didmetro de sedimento), 0.1
a 4 ®@ de clasificacion y 0 a 680 m de profundidad. El analisis jerarquico determind 14 unidades en el fondo marino.
Cuatro unidades conforman el 91% del area de estudio. La unidad 4a se caracteriza por un alto contenido de CaCO, (72
+ 20%); la unidad 3a, por una mala clasificacion (2.2 + 0.7 ®); la unidad 2a, por una clasificacion moderada (1.1 + 0.3
®), y la unidad 1a, por la presencia de sedimentos finos (4.5 + 0.6 ®). Gonclusiones. Este estudio representa una de
las primeras propuestas de clasificacion de unidades del fondo marino sobre sedimentos no consolidados en la BLP. La
metodologia empleada permitié separar cuatro principales unidades que reflejan condiciones ambientales con caracteris-
ticas propias. También se establecen los primeros modelos de distribucion por medio del calculo de la media del error y la
raiz cuadrada del error cuadratico medio, que contrasta un conjunto de observaciones independientes contra los valores
modelados de las variables citadas. Esta propuesta se puede utilizar como linea base en estudios de zonas costeras y
plataformas continentales del Golfo de California y otras regiones marinas, en tanto dicha distribucion no se vea afectada
por eventos hidrometeoroldgicos extremos, en cuyo caso se requeriria un estudio similar.

Palabras clave: Carbonato de calcio, clasificacion, fondo marino, interpolacion, sedimentos, tamafio de grano.

ABSTRACT

Background. Seafloor mapping provides valuable information for ecological studies and conservation of marine areas;
however, the methods used to delimit seafloor units in areas dominated by unconsolidated sediments are scarce. Goals.
To classify and characterize seafloor units based on the spatial distribution of four variables: calcium carbonate content,
mean grain size, sorting, and the depth in La Paz Bay (LPB). Methods. The spatial distribution of the four variables men-
tioned above was obtained from interpolation models. The models were created with the data of 85 samples of superficial
sediment and by using a geographic information system. The classification of units was determined by grouping polygons
that were constructed based on models and by implementing a hierarchical cluster analysis. Characterization was obtai-
ned from values predicted by the models. Results. The models produced values between 2.7 to 95% of CaCO0,, -0.9 to
7.8 @ (mean grain size), 0.1 to 4 ® (sorting), and depth values ranging from 0 to 680 m. The hierarchical cluster analysis
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found14 units on the seafloor. Four units comprise 91% of the study area. Unit 4a stands out for its high content of CaCO,
(72+20%). Unit 3a shows poor sorting (2.2+0.7 ®), whereas unit 2a had moderate sorting (1.1+0.3 ®). Finally, unit 1a
includes fine sediments (4.5+0.6 ®). Conclusions. This study is one of the first seafloor-unit-classification proposals
of unconsolidated sediments in LPB. The methodology allowed us to separate four main units reflecting environmental
conditions with intrinsic properties. In addition, it establishes the first distribution models by calculating the mean error
and the root mean square error contrasting a set of independent observations versus the modelling values of the variables
mentioned previously. This proposal can be used as a baseline for studies of coastal areas and continental shelves in the
Gulf of California and other sea areas, if such distribution is not affected by extreme hydro-meteorological events, in which

case a similar study would be required.

Key words: Calcium carbonate, grain size, interpolation models, marine sediments, seafloor mapping, sorting.

INTRODUCCION

El mapeo del fondo marino genera informacion indispensable para la
conservacion y el manejo de los recursos marinos. Es fundamental para
la zonificacion y planeacion de ordenamientos ecol6gicos marinos y
areas naturales protegidas. Estos instrumentos de conservacion cuen-
tan con amplias referencias metodoldgicas en el medio terrestre, pero
son muy escasas en el medio marino (Colenutt et al., 2013; Espinoza-
Tenorio et al., 2014).

El Golfo de California es reconocido por su elevada biodiversidad
y productividad (Brusca, 2010). Particularmente, el sureste de la bahia
de La Paz (BLP)(Fig. 1a) ha sido denominado como una Regién Marina
Prioritaria e incorpora un Area de Importancia para la Conservacion de
Aves (Arriaga-Cabrera et al., 2009), dos sitios Ramsar, un parque nacio-
nal y 23 zonas con manglar. También incluye el Area de Proteccion de
Flora y Fauna “Islas del Golfo” y el area de Balandra, ambas considera-
das por la UNESCO como Patrimonio Natural de la Humanidad.

a) _ . . .

Localidades
CSL= Canal de San Lorenzo
ZPC= Zona de Punta Coyote
LLP= Laguna de La Paz
IES= Isla Espiritu Santo
BAM= Barrera Arenosa
El Mogote
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24°40°0"N
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11070070
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La BLP registra un ambiente bentonico con sedimentos mixtos
(siliciclasticos-carbonatados) y carbonatados (Halfar et al., 2004). Los
ambientes carbonatados (>90% de CaCO,) son poco comunes en las
costas orientales del océano Pacifico (Halfar et al., 2004). Estos am-
bientes se asocian a organismos como corales y rodolitos, que pueden
formar colonias en el fondo y concentrar una biodiversidad relativa-
mente elevada (Reyes-Bonilla, 1992; Steller et al., 2003). A pesar de
las declaratorias y la presencia de estos ambientes sedimentarios, no
se han propuesto mapas que clasifiquen y caractericen unidades en el
fondo marino de la BLP.

Para realizar un mapeo en el fondo marino se han propuesto me-
todologias con base en componentes bidticos y abidticos, como la cla-
sificacion de biotopos (Sergej & Ducrotoy, 2006) y habitats bentonicos
(Sheppard et al., 1995; Cerdeira-Estrada et al., 2008). Estas clasifica-
ciones generalmente se desarrollan con ayuda de sensores remotos
sobre costas carbonatadas someras con estructuras de arrecifes cora-
linos (Giardino et al., 2016). En estas zonas es posible capturar infor-

24°150"N 24°20'0"N

24°100"N

Escala N
ﬁw \..\[‘g? 15 3 6Km A
102500 11020070 11015070

Figuras 1a-b. a). La Bahia de La Paz y localidades. El area de estudio se muestra en el recuadro rojo, y las cuencas hidroldgicas, con lineas azules. Batimetria de
Nava-Sénchez et al. (2001). b) Area de estudio. Sitios de muestreo del fondo marino (puntos) y muestra independiente (triangulos). Las lineas azules representan el

drenaje de las pequefias cuencas hidrologicas.
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Figura 2. Procedimientos para la clasificacion de unidades del fondo marino a partir de la distribucion espacial de cuatro variables (contenido de CaCO0,, tamafio medio

de grano, clasificacion del sedimento y profundidad).

macion escénica; sin embargo, en las plataformas continentales como
la BLP o cualquier zona alejada de la costa (mas alla de los 20-30 m),
el uso de sensores Opticos pasivos esta limitado por la profundidad y
la transparencia del mar (Hamylton, 2011). Para zonas mas profundas
se han hecho clasificaciones basadas en componentes abidticos como
la determinacion de geoformas y estructuras del fondo (Walker et al.,
2008; FGDC, 2012; Haris et al., 2012; Micallef et al., 2012). Sin embar-
go, cuando el fondo marino carece de geoformas o estructuras bien
definidas, y esta compuesto principalmente por sedimentos no conso-
lidados, la identificacion y delimitacion de unidades no es sencilla. En
fondos con sedimentos no consolidados se han utilizado clasificaciones
basadas en un analisis textural en el que sélo se incluye el porcentaje
de arena, limo y arcilla (FGDC, 2012; Jeroch, 2013). No obstante, otras
variables, como el contenido de CaCO,, el tamaiio medio de grano (Ver-
faillie et al., 2006), la clasificacion del sedimento (Ma et al., 2010) y la
profundidad de la columna de agua (FGDC, 2012; Jeroch, 2013; Harris
et al., 2014; Snickars et al., 2014), pueden aportar informacion para
delimitar zonas o unidades en el fondo marino.

El contenido porcentual de CaCO, y la composicion de bioclas-
tos indican el origen y la asociacion de organismos marinos (Morse &
Mackenzie, 1990), asi como la relacion entre ambientes sedimentarios
mixtos. El tamafio medio de grano se asocia a los niveles de energia de
las condiciones hidrodinamicas del ambiente marino (Middleton, 1976;
Syvitski, 1991). La clasificacion del sedimento ayuda a interpretar pro-
cesos de ambientes sedimentarios (Boggs, 2012), y la profundidad de
la columna de agua es una variable frecuentemente utilizada en estu-
dios ecoldgicos marinos (Sheppard et al.,1995; McLachlan & Brown,
2006; Snickars et al., 2014). En este sentido, este trabajo propone un
método multivariante para clasificar unidades en el fondo marino de
zonas costeras y plataformas continentales donde se incorpora la va-
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riabilidad espacial del contenido de CaC0,, el tamafio medio de grano,
la clasificacion del sedimento y la profundidad de la columna de agua.
Particularmente, en este estudio: 1) se modela la distribucion espacial
de las cuatro variables citadas con base en un algoritmo de interpola-
ciony 2) se clasifica y caracteriza las unidades del fondo marino a partir
de la distribucion espacial de dichas variables utilizando un andlisis de
agrupamiento jerarquico.

Marco geoldgico y sedimentos marinos. El fondo de la BLP (Fig. 1a)
esta conformado por plataformas estrechas con depresiones y bloques
elevados (Nava-Sanchez et al., 2001). La porcion noroeste de la BLP es
mas profunda e incluye a la cuenca Alfonso, con 420 m de profundidad
(Cruz-Orozco et al., 1996). La depresion recibe sedimentos terrigenos,
edlicos y hemipelagicos (Silverberg et al., 2014). Hacia el sureste de la
BLP la profundidad disminuye desde los 220 m hasta la linea de cos-
ta, configurando una plataforma con pendiente suave donde el fondo
marino contiene arenas finas de origen terrigeno (Cruz-Orozco et al.,
1996). Sobre la linea de costa, el transporte litoral se lleva a cabo prin-
cipalmente en direccion sur-sureste hasta configurar una barra arenosa
conocida como El Mogote (Nava-Sanchez & Cruz-Orozco, 1989). Esta
barra disminuye la energia del mar enmarcando a la laguna de La Paz,
la cual esta conectada con la BLP por medio de un canal de mareas
donde se registra la profundidad méaxima de 10 m. La laguna recibe
sedimentos por aporte fluvial (arroyos) y por transporte litoral y edli-
co (Nava-Sanchez & Cruz-Orozco, 1989; Choumiline et al., 2009). Los
sedimentos de la laguna de La Paz se clasifican como arenas gruesas
hasta limos muy finos (Alvarez-Arellano et al., 1997). En el canal de San
Lorenzo (Fig. 1b) los sedimentos tienen un tamafio de arenas gruesas
a muy gruesas, con una composicion mineralégica mayor que 90% de
CaC0,. Los bioclastos corresponden a fragmentos de moluscos, cora-
les, rodolitos y foraminiferos (Halfar et al., 2000; 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Trabajo de campo y laboratorio. Dentro del area de estudio (Fig. 1h),
se programaron 85 sitios de muestreo (70 aleatorios y 15 dirigidos) a
través del sistema de informacion geografica (SIG) Esri ArcGIS 10.3.
También se gener6é una muestra independiente de 18 sitios para evaluar
los modelos de interpolacion. El trabajo de campo se realizd mediante
embarcaciones equipadas con sistema de navegacion satelital y con
dragas de tipo Van Veen, desde febrero hasta mayo de 2016. Este perio-
do se eligio previo a la temporada de ciclones tropicales para evitar que
las muestras estuvieran bajo la influencia del efecto hidrodinamico que
éstos ocasionan. Las muestras se tomaron del sedimento superficial
del fondo marino y fueron trasladadas al Laboratorio de Geologia del
IPN-CICIMAR. Adicionalmente, en cada sitio se tomo video submarino
SCUBA y videos asistidos con una carcasa desde la borda para regis-
trar la presencia de organismos conspicuos y estructuras bentonicas.
Tanto las muestras de sedimento como los videos se obtuvieron en
un intervalo entre 1 a 70 m de profundidad. Para determinar el origen
biogénico de los sedimentos gruesos, se realizaron observaciones con
microscopios estereoscopicos directamente sobre las muestras.

En el laboratorio, con una balanza analitica se pesaron entre 3y
4 g de cada muestra, las cuales fueron tratadas con &cido clorhidrico
diluido al 10%. Luego, por diferencias de pesos se calculd el contenido
porcentual del CaCO, (Halfar et al., 2000). Por otro lado, una muestra de
aproximadamente 27 g fue fraccionada en tres grupos: sedimento muy

Tabla 1. Limites de los intervalos de clases de las variables utilizadas
para la clasificacion de unidades del fondo marino.

Variables Limites T Clases
CaCo, (%) 0-20 1 Muy Bajo
20-40 2 Bajo
40-60 3 Medio
60-80 4 Ao
80-100 5  Muy Alto
Tamafio medio de -1-0 5  Arena muy gruesa
grano (®) 0-1 4.5 Arena gruesa
1-2 4 Arena media
2-3 3.5 Arenafina
3-4 3 Arena muy fina
4-5 2.5 Limo muy grueso
5-6 2 Limo grueso
6-7 1.5 Limo Medio
7-8 1 Limofino
Clasificacion () 0.3-0.5 1 Bien
0.5-0.7 2  Moderadamente Bien
0.7-1 3 Moderadamente
1-2 4 Pobremente
2-4 5  Muy Pobremente
Profundidad (m) 0-10 5  Contorno inferior
10-25 4 Costa afuera
25-50 3 Contorno medio
50-100 2  Contorno alto/LMP
>100 1 Talud

T=variables transformadas jerarquicamente de 1 a 5. LMP= limite maximo de
plataforma.
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grueso (-2.25a-0.75 @), grueso (-0.75 a 4 @) y fino (>4 P), con tami-
ces estandarizados. La unidad @ es una transformacion del diametro
de las particulas del sedimento (® = -log,d, donde d es el diametro
de la particula en mm)(Blott & Pye, 2001). La fraccion muy gruesa fue
tratada por método de tamizado ro-tap, con intervalos de 1/4 ®. Las
fracciones gruesa y fina se trataron mediante un mddulo seco y otro
himedo utilizando un analizador de particulas de difraccion laser, mo-
delo Beckman Coulter LS13320, en intervalos de 1/8 &®. Con los datos
se calculo el tamafio medio de grano y la clasificacion segun el método
logaritmico de los momentos con el programa Gradistat (Blott & Pye,
2001). A partir de los datos obtenidos para cada sitio y sus coordena-
das, se procedio a modelar la distribucion espacial de cada variable.

Modelacion de la distribucion espacial (interpolaciones). Los mo-
delos se construyeron con el algoritmo de funciones de base radial del
SIG (Buhmann, 2003). Los modelos fueron evaluados mediante la com-
paracion de los valores pronosticados contra los medidos en la muestra
independiente. En la comparacion se calculé la media del error (ME) y
la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RCEC), (Luo et al., 2008).
Adicionalmente, se estimd un intervalo de confianza de la diferencia
de medianas entre cada modelo y las observaciones de la muestra
independiente, basado en la prueba de rango con signo de Wilcoxon
(Hollander et al., 2014). El modelo de profundidad se elabord con la
informacion disponible en cartas batimétricas escala 1:20,000 (DGID,
1996; 2008). Todas las variables se manejaron en formato raster y tie-
nen la misma alineacion y tamafio de pixel, de 100 x 100 m. El formato
de los modelos permite caracterizar el comportamiento espacial de
cada variable en el fondo de la BLP.

Clasificacion y caracterizacion de unidades del fondo marino. Los
procedimientos para la clasificacion de unidades del fondo marino se
resumen en la figura 2. Para cada modelo, los valores de los pixeles
fueron agrupados segun los intervalos reportados en la literatura (tabla
1). Para el tamafio medio de grano y la clasificacion se utilizaron los
limites de Folk y Ward (1957) y Friedman y Sanders (1978). Para la
profundidad se utilizaron los contornos usados por Harris et al. (2014),
donde el limite de 100 m representa la profundidad maxima de la pla-
taforma continental (Nava-Sanchez et al., 2001). El modelo de CaCO,
se dividid en cinco clases equidistantes con base en los siguientes cri-
terios: 1) el nimero de clases debe ser similar al resto de las variables
para evitar sesgo, 2) todos los valores posibles fueron incorporados,
esto es de 0 a 100% de CaCO,, y 3) los valores de los limites de las
cinco clases y su distribucién geografica coinciden razonablemente con
los valores del método de rupturas naturales Jenks (De-Smith et al.,
2015). Estas divisiones permitieron establecer los limites espaciales
en el area de estudio. Los limites se editaron en el SIG para generar
poligonos con los valores clasificados. Los poligonos de cada modelo
se sobrepusieron y se cortaron unos con otros para obtener una matriz
de n poligonos con p variables. Posteriormente, se realizd un analisis
de agrupamiento jerarquico (multivariado) con el software Minitab v.17.
El analisis requiere que las variables tengan el mismo rango para evitar
sesgos; por lo tanto, se utilizaron los valores transformados entre 1y
5 (tabla 1). En el andlisis se utilizo la distancia euclidiana al cuadrado
y el método de aglomeracion de Ward (Kaufman & Rousseeu, 2005). A
continuacion, se agruparon los poligonos en clases (conglomerados),
en funcion de la distancia multivariada. Las unidades del fondo marino
se determinaron por medio de la inspeccion de los conglomerados en
el dendrograma v, segun la configuracion espacial de los mismos, en
diferentes niveles de agrupacion. Finalmente, el perimetro de cada uni-
dad agrup6 un conjunto de pixeles de cada modelo. Los valores de los
pixeles permitieron caracterizar numéricamente las unidades.
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a) b)
Contenido de Tamafo medio
CaCO3 (%) de grano (®)
Max: 95.2 l Max: 7.8
Min: 2.3 & Min: -0.9
c) d)
<
Clasificaciéon de
sedimento (P) Profundidad (m)
I Max: 4.0 Max: 2.4
Min: 0.1 l Min: -680

Figuras 3a-d. Modelos de distribucion espacial. a) Contenido de CaCO,. b) Tamafio medio de grano. Los valores minimos representan los tamafios gruesos, y los maxi-
mos, los tamanios finos. c) Clasificacion del sedimento. Los valores minimos representan una buena a moderada seleccion (baja variabilidad), y los valores maximos
representan una mala a muy mala seleccion (alta variabilidad). d) Profundidad (batimetria). Las lineas representan los limites de la Tabla 1.
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RESULTADOS

Modelos de distribucion espacial y calculos del error. La distribu-
cion del contenido de CaCO,, el tamafio medio de grano, la clasificacion
del sedimento y la profundidad (batimetria) se presentan en la figura
3. El modelo de CaCO, presenta valores entre 2.7 y 95% (Fig. 3a). Los
valores menores que 20% se distribuyen ampliamente sobre la pla-
taforma interna de la BLP, al norte de la barra arenosa EI Mogote. Los
valores mayores que 60% se encuentran bordeando estrechamente la
zona de Punta Coyote. En el canal de San Lorenzo se reportan valores
mayores al 80%. Los valores minimos y maximos del modelo de tama-
fio medio de grano (Fig. 3b) fueron de -0.9 a 7.8 d, esto es, entre arena
muy gruesa hasta limo fino. Los valores bajos (tamafios gruesos) se
presentan en el canal de mareas de la Laguna de La Paz (-0.5a 1.6 @)
y en algunas areas bordeando la zona de Punta Coyote, sobre todo en el
canal de San Lorenzo, donde alcanza el tamafo de arena muy gruesa.
Los valores mas altos (tamafios finos) se encuentran en la parte interna
de la laguna de La Paz y al noroeste del area de estudio. La clasificacion
del sedimento varia desde 0.1 hasta 4 @ (Fig. 3c). Los valores bajos se
distribuyen a lo largo de la linea de costa, al norte de la barra arenosa El
Mogote (0.5 a 0.7 @), en la plataforma interna y también en el canal de
San Lorenzo (0.7 a1 ®). Los valores altos se ubican en la parte central
de la laguna de La Paz y al noroeste del area de estudio.

La evaluacion de los modelos a través de la media del error (ME)
y la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RCEC) se muestra en la
figura 4. La estimacion de la diferencia de medianas entre los valores
pronosticados y los medidos con la muestra independiente fue de 0.5
a 6.4% (contenido de CaC0,), -0.5 a 0.2 ® (tamafio medio de grano) y
-0.4 2 0.0 @ (clasificacion del sedimento) para intervalos de confianza
del 95%.

Urcadiz-Cazares F. J. etal.

Clasificacion y caracterizacion de unidades del fondo marino. Al
sobreponer los limites de los cuatro modelos de distribucion (Fig. 3, ta-
bla 1) se establecid un total de 413 poligonos. Los poligonos se agrupa-
ron como se muestra en la figura 5a. Se eligid la agrupacion para cuatro
clases (conglomerados) con base en el nivel de distancia euclidiana,
con valores de 77.8, 108.7, 175.8 y 197.5. Las cuatro clases fueron
sub-divididas, a su vez, en 14 unidades, segun su separacion geogra-
fica (Fig. 5b). La agrupacion de poligonos establecid cuatro principales
unidades (1a, 2a, 3a 'y 4a), que representan el 91% del area de estudio
en el fondo marino de la BLP. Los valores de los pixeles agrupados para
cada variable dentro de cada unidad se resumen en la tabla 2.

La unidad 1a se caracteriza por tener una profundidad promedio
de 61 + 25 m y un tamafio medio de grano de 4.5 = 0.6 ®, corres-
pondiente a limo grueso y limo muy grueso. La unidad 2a presenta una
profundidad de 19 + 10 m, una pobre a moderada clasificacion del se-
dimento (1.1 + 0.3 ®) y muy bajo contenido de CaCO, (13 = 4.2%).
En las unidades 1a y 2a es comun observar orificios en el sedimento
realizados por organismos de la infauna bentdnica. La unidad 3a se ca-
racteriza por una muy mala clasificacion del sedimento (2.2 + 0.7 ®) y
baja profundidad (2.2 = 1.9 m). En el fondo marino se observaron sitios
con algas (Sargassum spp.) adheridas a valvas de moluscos bivalvos o
rocas (guijarros) y, en ocasiones, sobre corales muertos. Algunos bival-
vos observados en el fondo fueron Chione californiensis, Chione sp., Abra
tepocana, Laevicardium sp., Nuculana sp. y los gasterépodos Nassarius
luteostoma'y Cerithium stercusmuscarum. La unidad 4a se encuentra a
13 = 10 m de profundidad y presenta el mayor contenido de CaCO, (72
+ 20%) y el mayor tamafio medio de grano, con arenas finas a gruesas
(1.4 £ 0.8 ®). La unidad 4a presenta una pobre a moderada clasificacion
del sedimento (1 = 0.3 ®). Dentro de la unidad, en los sitios 62, 18 y
0-independiente (Fig. 1b) se observo la presencia de mantos de rodolitos,
mientras que en los sitios 30, 43 y 49 se observaron colonias de corales.

Tabla 2. Caracterizacion de unidades. Valores del conjunto de pixeles obtenidos en los modelos dentro de cada unidad clasificada.

Area CaCo, Tamarfio medio de Clasificacion Profundidad

(km?) (%) grano (P) (D) (m)
ID 1l o R 1] o] R 1] o] R 1 o] R
1a 157 29 13 68 45 0.6 5.4 1.9 0.3 2.1 61 25 126
1b 19 62 55 26 2.1 0.4 2.6 1.3 0.2 1.0 286 199 633
1c 0.8 49 5.2 20 3.5 0.3 1.1 1.6 0.2 0.8 17 2.1 7.2
2a 123 13 42 35 3.1 0.8 55 1.1 0.3 1.8 19 10 47
2b 0.4 8.3 2.4 8.0 2.7 0.1 0.5 0.6 0.3 0.7 0.1 0.3 1.4
2¢c 1.9 11 0.8 35 5.7 0.5 2.2 0.8 0.1 0.4 2.2 1.9 5.3
2d 1.8 5.8 14 5.8 4.7 0.6 3.0 0.8 0.1 0.3 1.1 0.9 3.3
2e 0.4 5.2 1.6 6.2 34 0.1 0.5 0.9 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0
2f 3.9 52 3.9 16 1.6 0.7 2.7 1.3 0.3 1.0 29 13 49
3a 38 24 7.8 41 35 1.8 71 2.2 0.7 31 2.2 1.9 10
3b 0.3 27 6.7 28 41 0.6 2.7 1.7 0.4 1.1 19 1.6 12
3¢ 1.8 54 2.9 13 1.6 0.6 2.0 1.3 0.2 0.7 6.9 4.0 16
4a 55 72 20 76 1.4 0.8 4.3 1.0 0.3 2.0 13 10 58
4b 6.3 78 4.0 22 1.8 0.6 2.2 1.0 0.3 1.2 15 13 52

ID= identificador de la unidad del fondo marino (ver Fig. 5); se presenta el promedio (p), la desviacion estandar (o) y el rango (R) del conjunto de pixeles agrupados

segun los limites espaciales de cada clase.
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DISCUSION

Evaluacion de los modelos de distribucion espacial. En la BLP es
escasa la informacion publicada relacionada con las variables modela-
das en este estudio; sin embargo, se pueden hacer comparaciones con
estudios puntuales. En el canal de San Lorenzo (Fig. 1b), Halfar et al.
(2000; 2004) reportan que los valores de CaCO0, en el sedimento marino
fueron mayores a 90% a lo largo de dos transectos. Estos valores son
parcialmente consistentes con los resultados de este estudio, el cual
reporta entre 75 y 95%. Las diferencias pueden ser atribuidas a los
diferentes enfoques metodoldgicos utilizados, aunque los autores men-
cionados utilizaron transectos y no propiamente un mapeo (variabilidad
espacial). La ventaja de los modelos basados en interpolaciones es que
predicen valores entre puntos conocidos en el espacio, lo que permite
determinar una distribucion. Por otro lado, el tamafio medio de grano
y la clasificacion en cuatro sitios muestreados por Cruz-Orozco et al.
(1996) dentro del area de estudio son consistentes con los modelos
desarrollados. Los autores presentan un esquema conceptual basado
en una densidad de muestreo de 0.01 muestras km?, mientras que el
presente estudio, basado en 0.2 muestras km, aporta mayor detalle
de la variabilidad espacial y utiliza un algoritmo de interpolacion.

La informacion generada en los modelos y el uso de un SIG permi-
ten establecer los limites o intervalos numéricos (tabla 1) en el espacio
geografico. La calidad de estos limites depende del tamafio de muestra
y del anélisis del error de los modelos. En este aspecto, el error de
los modelos propuestos ha sido calculado mediante una muestra in-
dependiente. Esto permite la comparacion de futuros modelos, incluso
con diferentes algoritmos de interpolacion. El modelo del contenido de
CaCO, sobreestima a los valores observados con un promedio de 3.5%
(ME). En valores absolutos, cada punto tiene una diferencia promedio
de 6.4% (RCEC, Fig. 4). Los modelos del tamafio medio de grano y
clasificacion subestimaron a los valores observados con ME = -0.12 @
y -0.19 @, respectivamente. En valores absolutos de cada punto con-
trastado, se estima una diferencia promedio (RCEC) de 0.68 @ (tamafio
medio de grano) y 0.39 @ (clasificacion del sedimento). Los modelos
predicen valores cercanos en promedio a las observaciones realizadas
con la muestra independiente. Este trabajo aporta los primeros modelos
de la distribucion espacial y el calculo de su error (ME, RCEC) del conte-
nido de CaCO0,, tamafio medio de grano y clasificacion del sedimento en
el fondo de la BLP, con base en algoritmos de interpolacion.

Unidades del fondo marino. El andlisis de agrupamiento jerarquico
permiti6 agrupar los 413 poligonos en 14 unidades; sin embargo, cua-
tro unidades representan el 91% del area estudiada. La agrupacion
geografica preferencial de los poligonos en cuatro unidades se debe
a que la distancia multivariante (o similitud) entre éstos es proxima.
Una posible explicacion es que en el fondo de la BLP prevalecen prin-
cipalmente cuatro conjuntos de condiciones ambientales, las cuales
se infieren a partir de la caracterizacion de los valores de las cuatro
variables modeladas y su distribucion espacial. La unidad 4a agrupd
poligonos con pixeles de alto contenido en CaCO, (72 =+ 20%). Los va-
lores elevados pueden ser atribuidos a la tasa baja de aporte de sedi-
mentos siliciclasticos en la zona de Punta Coyote y, por consiguiente,
a la alta produccion de exoesqueletos carbonatados de los organismos
que habitan dicha unidad (Halfar et al., 2004). El aporte de terrigenos
proviene de la erosion de rocas en la linea de costa y, principalmente,
por aporte de sedimentos desde las cuencas hidroldgicas adyacentes
(Halfar et al., 2000, 2004; Velasco-Garcia, 2009) (Fig. 2b). Estas cuen-
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Figuras 4a-c. Evaluacion de los modelos. Comparacion entre los valores pro-
nosticados y los medidos con la muestra independiente. a) Contenido de CaCO,.
b) Tamafio medio de grano (en ®). c) Clasificacion del sedimento (en ®). R>=
coeficiente de determinacion. ME= media del error, RCEC= raiz cuadrada del
error cuadratico medio. La linea discontinua representa una estimacion no ses-
gada 1:1.
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cas son pequefias y solo en eventos de precipitacion alta (asociado con
ciclones tropicales) se consigue un aporte de sedimentos siliciclasticos.
El aporte de carbonatos en el fondo marino de la unidad 4a se deriva
de los bioclastos de fragmentos de conchas (moluscos), corales, algas
rojas (rodolitos), foraminiferos y balanos. Estos componentes han sido
reportados previamente por Halfar et al. (2000). Especificamente en el
canal de San Lorenzo se ha reportado que el sedimento marino esta
dominado por mantos de rodolitos (Halfar et al., 2004); sin embargo,
en la inspeccion del sedimento en el fondo, se observaron mantos de
rodolitos solo en los sitios 62 y 0-independiente. Adicionalmente, se en-
contré un manto de rodolitos en el sitio 18, no reportado en la literatura,
en una zona con valores entre 65 y 70% de CaCO,. El tamafio de grano
de arenas finas a gruesas (1.4 + 0.8 ®) en el fondo indica niveles de
energia en el ambiente (por corrientes, oleaje y marea) mas altos que
el resto de las unidades estudiadas. La moderada a pobre clasifica-
cion del sedimento (1 + 0.3 ®) se asocia al poco aporte de terrigenos
y dominancia de bioclastos carbonatados, los cuales mantienen una
dispersion moderada del tamafio medio de grano. La unidad 4a por su
contenido alto en CaC0, asociado a moluscos, corales y mantos de ro-
dolitos podria destacar en biodiversidad sobre el resto de las unidades
estudiadas.

Los poligonos agrupados en la unidad 3a coinciden, en su mayor
parte, con la zona de la laguna de La Paz (Fig. 5b). La unidad registra
una muy mala clasificacion del sedimento (2.2 + 0.7 ®); es decir, una
amplia variabilidad del tamafio medio de grano, que se ve reflejada en
una variedad de tipos de sedimento (desde limos gruesos hasta arenas

a) Distancia

0.00 483‘.41 966]83 145q.24

Poligonos

Urcadiz-Cazares F. J. etal.

medias). La variabilidad es consistente con la reportada por Alvarez-
Arellano et al. (1997) y se puede explicar por las diferentes fuentes
de particulas que llegan a la unidad. La laguna de La Paz recibe el
aporte de materiales limosos y arenosos a través de los arroyos, desde
diferentes cuencas hidrologicas (Fig. 1a) y diferentes fuentes litologi-
cas, asi como por aporte litoral y edlico (Nava-Sanchez & Cruz-0Orozco,
1989; Choumiline et al., 2009). Las descargas hacia la laguna traen
consigo materiales finos y nutrientes que son distribuidos en la ense-
nada (Mendoza-Salgado et al., 2005) y el fondo marino (Green-Ruiz &
Paez-0suna, 2003; Pérez-Triboullier, 2014). La poca profundidad de la
unidad 3a (2.2 = 1.9 m) permite que el efecto de la energia del viento
(el oleaje interno) en la laguna tenga una fuerte influencia sobre ella.
Este fendmeno genera la redistribucion y suspension de los sedimen-
tos. Aunque la unidad contiene en promedio 24 + 7.8 de CaCO,, los mo-
luscos (bivalvos y gasterdpodos) que habitan en el sedimento aportan
bioclastos mayores que 4 mm. Estos bioclastos tienen un efecto en el
incremento del tamafio medio y en la dispersion del tamafio de grano.
La amplia variedad de tipos de sedimento en el fondo de la unidad 3a
establece las condiciones para el habitat de diversos macromoluscos,
como bivalvos y gasteropodos (Pérez-Nevarez, 1995; Holguin-Quifiones
& Garcia-Dominguez, 1997; Félix-Pico et al., 2011). En la laguna de La
Paz (unidad 3a) se ha reportado la presencia de diversos grupos de
moluscos; algunos son mas comunes en esta zona lagunar, en compa-
racion con el resto de la bahia de La Paz.

La unidad 2a forma parte de la plataforma interna de la BLP y el ca-
nal de marea de la laguna de La Paz. La unidad esta influenciada por la
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Figuras 5a-b. Clasificacion de unidades del fondo marino. a) Agrupacion de poligonos. b) Configuracion espacial de las 14 unidades del fondo marino. Las cuatro
clases fueron divididas en unidades segtn el analisis de agrupamiento y su configuracion geografica.
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energia del oleaje, sobre todo en la parte préxima hacia la barra areno-
sa El Mogote. En esta franja el transporte litoral distribuye el sedimento
con el nivel de energia necesario para sostener el tamafio de grano de
arenas muy finas (Nava-Sanchez & Cruz-Orozco, 1989). La moderada
clasificacién del sedimento (1.1 + 0.3 ®) sugiere que las condiciones
hidrodinamicas se mantienen regulares a lo largo de la barra. El tamafio
medio de sedimento (Fig. 3b) incrementa en relacion con la alta energia
hidrodinamica de las corrientes de marea hacia el canal que conecta
la BLP con la ensenada de la laguna de La Paz (Gomez-Valdés et al.,
2003). Los valores bajos (<20%) de CaCO, en esta unidad indican la
poca produccion de bioclastos. Esto contribuye a que el sedimento ma-
rino esté dominado por material siliciclastico aportado por las cuencas
hidroldgicas de la margen occidental de la BLP (Fig. 1a), de acuerdo
con Nava-Sanchez y Cruz Orozco (1989) y Cruz-Orozco et al. (1996). La
arena muy fina permite el desarrollo de organismos bentdnicos infau-
nales, los cuales generan orificios y galerias en el fondo marino. Por lo
tanto, esta unidad es potencialmente un habitat para comunidades de
macrofauna bentonica (Gray, 2002).

Los poligonos agrupados en la unidad 1a corresponden a la parte
profunda (61 + 25 m) de la plataforma de la BLP dentro del area de
estudio. Es la unidad con menor tamafio medio de grano (4.5 + 0.6
@) y se puede atribuir a que la zona tiene la menor o nula influencia
de la energia del oleaje. Por consiguiente, representa un area para el
deposito de sedimentos terrigenos (Nava-Sanchez et al., 2001) o por
hundimiento de particulas en suspension en la columna de agua (Sil-
verberg et al., 2014). La unidad 1a registra un contenido de CaCO, entre
20 y 40% influenciado por la proximidad de la unidad 4a, el aporte
de bioclastos de foraminiferos, fragmentos de conchas de moluscos
bentdnicos y nanoplancton calcareo (Urcadiz-Cazares, 2005). En esta
unidad también se observaron orificios y galerias hechas por organis-
mos de la infauna bentdnica, pero sélo hacia la parte mas profunda. La
unidad representa un habitat para micro y macroinvertebrados marinos
tipicos de una plataforma continental (Gray, 2002).

Este estudio representa una de las primeras propuestas metodo-
l6gicas para la clasificacion de unidades en el fondo marino dominado
por sedimentos no consolidados en la BLP. A diferencia de otros méto-
dos, se toma en cuenta la distribucion espacial de cuatro variables, las
cuales son indicadores directos e indirectos de condiciones ambienta-
les del fondo marino. Los resultados, aunque no definitorios, permiten
establecer para la BLP 14 unidades en el fondo marino, de las cuales
cuatro corresponden al 91% de la superficie estudiada. Estas unidades
sugieren que el fondo de la BLP esta dominado por al menos cuatro
principales conjuntos de condiciones ambientales que se ven reflejados
en la distribucion y las caracteristicas propias de cada unidad.

Una de las limitaciones de este estudio es que los organismos que
habitan en cada una de las unidades no fueron considerados de for-
ma sistematica. Por lo tanto, fue asumido que algunos grupos marinos
podrian asociarse a las unidades propuestas, como lo muestran las
observaciones puntuales realizadas durante la toma de muestras de
sedimento. Por ello, recomendamos estudios ecoldgicos especificos,
para validar si existen grupos de organismos marinos relacionados con
las unidades y sus condiciones ambientales, considerando una escala
espacial apropiada (1:20,000 a 1:50,000) y la variacion estacional de
la abundancia de cada especie. De igual manera, debe ser evaluado el
efecto de los ciclones tropicales sobre la distribucion de las variables
estudiadas y en su caso, las correspondientes unidades del fondo ma-
rino.
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Finalmente, esta propuesta debe tomarse como una alternativa
robusta respecto a las metodologias utilizadas en el mapeo de habi-
tats bentonicos, tipos desedimento y geomorfologia del fondo marino.
Se recomienda como linea base en estudios relacionados con orde-
namientos ecoldgicos marinos y planes de manejo. La propuesta es
accesible econdmicamente y puede utilizarse en las zonas costeras y
las plataformas continentales del Golfo de California y otras regiones
marinas.
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ABSTRACT

Background. Feeding aflatoxin-contaminated diets to shrimp juveniles reduces feed intake and growth rate, suppresses
the immune system, causes hepatic lesions, and, in some cases, decreases survival rates. There is scarce information
on the effectiveness of commercially available aflatoxin binders to reduce aflatoxicosis in shrimp. Goals. We investigated
the effect of corn that was naturally contaminated with aflatoxins on the growth performance and nitrogen retention
efficiency of white shrimp juveniles L. vannamei and the potential of three commercially available anti-aflatoxin additives.
Methods. 20 tanks (60L) were stocked with 10 shrimp weighing 210+4mg. Tanks were divided into five treatments with
four replicates each. Shrimp were fed twice daily with either the contaminated diet (75 pg kg™ total aflatoxins), the con-
taminated diet supplemented with 2 g kg™ Aflabalan®, 2 g kg™' Mycosorb®, and 2.5 g kg™ Mycoflix plus®, or the uncon-
taminated diet to the control group for 42 days. Results. In terms of the diet containing aflatoxin without binding agents,
the consumption, growth rate, and nitrogen-retention efficiency were significantly lower than the control treatment. The
experimental diets did not affect the feed conversion ratio or survival rates in any treatment. The inclusion of any of the
aflatoxin binders evaluated in the present study did not produce growth rates comparable to those of shrimp fed the
uncontaminated diet. Conclusions. Aflatoxins decreased growth performance in a population of white shrimp juveniles
L. vannamei. Although all the aflatoxin binders evaluated in this study caused an improvement, they were not effective in
reversing all the negative effects caused by feeding aflatoxin-contaminated diets to white shrimp juveniles L. vannamei.

Key words: Aflatoxin, aflatoxin binders, Litopenaeus vannamei, shrimp.

RESUMEN

Antecedentes. La alimentacion de dietas contaminadas con aflatoxina a juveniles de camaron reduce la ingesta de ali-
mento, la tasa de crecimiento suprime el sistema inmunoldgico y causa lesiones hepaticas y en algunos casos, disminuye
las tasas de sobrevivencia. Hay escasa informacion sobre la efectividad de los aglutinantes de aflatoxinas comercial-
mente disponibles para reducir la aflatoxicosis en camarones. Objetivos. Se investigo el efecto del maiz naturalmente
contaminado con aflatoxinas sobre el rendimiento de crecimiento y la eficiencia de retencion de nitrégeno de juveniles
de camaron blanco L. vannameiy el potencial de tres aditivos anti-aflatoxina comercialmente disponibles. Métodos. 20
tanques (60L) fueron almacenados con 10 camarones con un peso de 210+4mg. Los tanques se dividieron en cinco
tratamientos con cuatro repeticiones cada uno. Los camarones fueron alimentados dos veces al dia con la dieta conta-
minada (75 pg kg de aflatoxinas totales), la dieta contaminada suplementada con 2 g kg de Aflabalan®, 2 g kg™ de
Mycosorb® y 2,5 g kg™ de Mycoflix plus®, y la dieta no contaminada como grupo control durante 42 dias. Resultados.
Para la dieta que contenia aflatoxina sin agentes secuestrantes, el consumo, la tasa de crecimiento y la eficiencia de
retencion de nitrégeno fueron significativamente menores que el tratamiento de control. Las dietas experimentales no
afectaron la tasa de conversion alimenticia ni las tasas de supervivencia en ningun tratamiento. La inclusion de cualquiera
de los aglutinantes de aflatoxinas evaluados en el presente estudio no produjo tasas de crecimiento comparables a las de
los camarones alimentados con la dieta no contaminada. Gonclusiones. Las aflatoxinas disminuyeron el rendimiento de
crecimiento en una poblacion de juveniles de camaron blanco L. vannamei. Aunque todos los aglutinantes de aflatoxinas
evaluados en este estudio causaron una mejora, no fueron eficaces para revertir todos los efectos negativos causados
por la alimentacion de dietas contaminadas con aflatoxina a juveniles de camaron blanco L. vannamei.

Palabras clave: Aflatoxinas, camaron, Litopenaeus vannamei, secuestrante de aflatoxinas.
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INTRODUCTION

The addition of plant-derived feedstuffs to aquaculture dietary formulas
is an alternative for producing cost-effective feeds. However, at high
levels these formulas produce some side effects triggered by the pre-
sence of substances, such as mycotoxins, that may reduce the animal’s
performance. Research has shown that feeding aflatoxin-contaminated
diets to fish and shrimp reduces feed intake and growth performance,
suppresses the immune system, and causes hepatic lesions (Arunler-
taree et al., 2007; Gopinath & Raj, 2009; Mohapatra et al., 2011; Arana
etal., 2011; Tapia-Salazar et al., 2012; Garcia-Pérez et al., 2013; Zeng
et al., 2015). This occurs even at low levels (Tapia-Salazar et al., 2012;
Garcia-Pérez et al., 2013; Zeng et al., 2015). In terrestrial animals, the
supplementation of aluminosilicates, biotransformation agents, or an-
tioxidant compounds neutralize the impact caused by the consumption
of diets containing mycotoxins (Surai & Dvorska, 2005; Kolosova, &
Stroka, 2011; Gowda et al., 2013). In aquatic organisms, particularly
fish, some studies have shown that some of the negative effects caused
by the presence of mycotoxins are successfully reverted by including
aluminosilicates, cell walls from yeast, glucomannan, or plant extracts
(Sahoo et al., 2003; El-Barabay & Mehrim 2009; Mahfouz, 2015). Con-
versely, other studies in which aluminosilicates were supplemented in
diets that subsequently were fed to shrimp did not show promising
results (Suppadit ef al., 2006; Arunlertaree et al., 2007; Garcia-Pérez
et al., 2013). For some time, yeast has been used as a supplement
in diets intended for consumption by terrestrial and aquatic animals
in order to enhance their immune response as measured by the res-
pective parameters (Ringe et al., 2012; Cheng et al., 2014). Recently,
it was demonstrated that supplementation of yeast-derived products
(Selim et al., 2014), alone or in combination with other mycotoxin bin-
der/transforming products, significantly decreases mycotoxicosis in
aquatic organisms (Hauptman et al., 2014). There is scarce informa-
tion on the effectiveness of commercially available aflatoxin binders
containing multicomponent-sequestering additives with regard to re-
ducing aflatoxicosis in shrimp. Therefore, the aim of this study was to
assess the adverse effects induced by the presence of aflatoxins on the
growth rate, feed intake, feed conversion ratio, survival, and nitrogen
retention efficiency. We also wanted to evaluate the potential of three
commercially available anti-aflatoxin additives in preventing the nega-
tive effects caused by aflatoxin on a juvenile population of white shrimp
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931).

MATERIAL AND METHODS

Experimental design: The weight of two hundred white shrimp juve-
niles L. vannamei, characterized by a consistent body weight (210 +4
mg), were individually registered and randomly distributed in 20 groups
containing ten shrimp each. Initial body weight distribution was equi-
valent in each group. Each dietary treatment was randomly assigned
among the four tanks.

Experimental diets: Two control diets (aflatoxin-contaminated and
non-contaminated diets) were formulated to contain 38% crude protein
and 8% crude lipids. The aflatoxin levels included in this study were
chosen based on a previous study (Tapia-Salazar et al., 2012), in which
a significant decrease was observed on growth, feed intake, as well
as the presence of histological damages without significantly affecting
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survival rates. A contaminated diet used as a control was formulated
containing a total amount of 75 pg kg™ aflatoxins (7130 pg kg™ total
aflatoxin in the contaminated grain). The NuteK S.A. de C. V. company
provided contaminated corn, according to a protocol previously des-
cribed by Tapia-Salazar et al. (2012). The diet included 11.1% conta-
minated corn, mainly at the expense of wheat meal. Three more diets
were prepared that included similar contamination levels and one of
the following three aflatoxin binders that were tested: 1) Aflabalan®
third generation (SAGARPA registration number A-7853-00). This bin-
der contains silica, maximum 65.60%; sodium oxide, minimum 0.20%;
calcium oxide, minimum 3.90%; sodium aluminum, minimum 6.65%;
and cell walls from the yeast Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C.
Hansen (Hansen, 1883 maximun 5% (http://www.tecnicamineral.com.
mx/divisiones.php?divisionproducto=2&categoriaProducto=15).  The
recommended inclusion levels for use on terrestrial animals for pre-
ventive and corrective purposes range between 2 and 3 kg/ton of feed.
2) Mycosorb® (SAGARPA registration number A-7569-051). This bin-
der contains glucomannan cell walls from Saccharomyces cerevisiae
and some varieties may contain cell walls from the microalga Chlorella
vulgaris  Beyerinck [Beijerinck]. (1890). https://nutricionanimal.info/
mycosorb-alltech/. The recommended inclusion levels for use on te-
rrestrial animals range between 0.5 and 1.5 kg/ton without specifying
preventive or corrective doses. 3) Mycofix plus® (SAGARPA registration
number A-7160-001). This binder contains bentonite plus the yeast Tri-
chosporon mycotoxinivorans (Molnar et al., 2004) and algae extracts.
Recommended inclusion levels for terrestrial animals range between
0.5 and 1.0 for preventive dosing, whereas 1.5 - 2.5 kg/ton is recom-
mended for corrective doses (https://nutricionanimal.info/download/
Mycofix-Plus-BBSH.pdf).

For aquatic species, no information was available on the optimal
inclusion levels of aflatoxin binders for preventive and corrective do-
sing. Regarding Aflabalan®, a corrective level of 2 g kg™ was used.
Since there was a lack of information on terrestrial species and aquatic
species, we followed the manufacturer’s recommendations. Regarding
Mycofix plus®, a corrective dose of 2.5 g kg was selected, given its
previous positive results on terrestrial species (Tapia-Salazar et al.,
2010) as per the manufacturer’s recommendations. In the case of
Mycosorb®, the inclusion level was set at 2 g kg™ because of insuffi-
cient results reported on terrestrial species at lower inclusion levels
(Surai & Dvorska, 2005; Boudergue et al., 2009; Kolosova & Stroka,
2011; Gowda et al., 2013), also following the manufacturer’s recom-
mendation (Table 1).

Diets were prepared as follows: Ingredients were mixed for 10 min
in a Kitchen Aid mixer, water (30%) was incorporated, and the mixing
continued for an additional 15 min. The wet diet mash was processed
through a meat grinder (fitted with a 1.6 mm diameter-hole die) at a
passage rate of 40 kg min™" while keeping the temperature between
70-75 °C. The spaghetti-like strands were placed to dry in a convec-
tion oven at 100 °C for 8 min and allowed to cool and dry overnight at
room temperature before packing. The approximate composition of the
experimental diets was assessed by using standard procedures (AOAC,
2006). The aflatoxin concentration (B1, B2, G1, and G2) was analyzed
by HPLC on both non-contaminated and aflatoxin-contaminated con-
trol diets at Trilogy Analytical Laboratory (Washington, MO). Additionally,
these diets were also tested for deoxynivalenol, fumonisin (B1, B2, and
B3), ochratoxin A, and T-2 toxin at the same location.
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Table 1. Composition of all experimental diets (g kg-1as is) for Litopenaeus vannamei juveniles.

CD diet UCD diet CD diet + Aflabalan®  CD diet + Mycofix plus®  CD diet + Mycosorb®
Wheat meal 427.95 439.83 425.95 425.45 425.95
Fish meal 384.41 384.63 384.41 384.41 384.41
Soybean lecithin 19.93 19.00 19.93 19.93 19.93
Contaminated corn 1.1 - 1.1 11.11 1.1
Cholesterol solvay 0.20 0.15 0.20 0.20 0.20
Constant ingredients* 156.40 156.40 156.40 156.40 156.40
Aflabalan® - - 2.00 - -
Mycofix plus® - - - 2.50 -
Mycosorb® - - - - 2.00
Total 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00

CD = contaminated diet, UCD = uncontaminated diet

*Constant ingredients: soybean meal 80 g kg™, shrimp meal 40 g kg™, fish oil 19 g kg', sodium alginate 10 g kg™, vitamin mixture 3.5 g kg™, mineral mixture 2.5 ¢
kg, antioxidant 0.5 g kg™', mold inhibitor 0.5 g kg™, vitamin C 0.2 g kg™, vitamin E 0.2 g kg™

Growth trial conditions and feeding protocol. A feeding trial was ca-
rried out in a closed recirculation system containing artificial seawater.
The experimental facility had an array of 60-L fiberglass tanks. Each
one of these was continuously fed with synthetic marine water (Fritz®,
Dallas, TX, USA) using a 350 mL min~' flow-through rate. Each tank is
equipped with an air-water lift system for internal recirculation. The
facility is designed to account for possible water-quality fluctuations
that may simultaneously affect all tanks. Salinity and temperature were
measured daily, whereas pH, total ammonia, nitrites, and nitrates were
recorded weekly: salinity 31+3 g L', temperature 29+1 °C, pH 8.1+0.1,
total ammonia 0 mg L7, nitrites 0.2+0.1 mg L', and nitrates 40+15 mg
L' (mean + standard deviation). During this study, these parameters
were within the optimum values for shrimp. Juvenile white shrimp L.
vannmaei were obtained from the Langostinos y Camarones de Oriente
Laboratory, Boca del Rio, Veracruz, Mexico. Upon arrival at our facilities,
the shrimp were acclimatized for one week in 500 L holding tanks with
the conditions prevailing at the bioassay room, before the growth test.
Shrimp were individually weighed on a digital scale after blotting off
excess water with a wet cloth. Over the first three days after distributing
the animals, dead shrimp were replaced by others taken from a pool
of animals fed with the same diet. A photoperiod was set in order to
provide 12 h of light and 12 h of dark. Shrimp were fed twice daily to
achieve an apparent satiation (50% of the portion at 9:00 and 17:00)
for 42 days. Any feed remaining in the tank was removed by siphoning
before performing the feeding. During the first 2 days, daily feeding
was fixed at 10% of the biomass inside the tanks and subsequently
adjusted to allow a small excess of remaining feed in each tank until
the next feeding. The previously weighed feed strands were fragmented
into small pieces for each feeding period in order to ensure a sufficient
amount of pellets per shrimp.

Assessment of growth performance parameters. The shrimp in each
tank were individually weighed at 7-day intervals in order to assess
growth and adjust the feeding ratios. Survival and feed intake were
recorded daily and the feeding ratios were adjusted after considering
the amount of shrimp per tank and the remaining feed on the latter. The
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following variables were evaluated: weight gain (%) = [(mean individual
final weight (g) - mean individual initial weight (g)) / mean individual initial
weight (g)] x 100. Feed intake (g shrimp™ 42 days™) = (amount of feed
provided — remaining feed)/amount of shrimp. Feed conversion ratio =
feed intake (g)/live weight gain (g). Survival (%) = (amount of surviving
shrimp/initial amount of shrimp) x 100. When the experiment began, a
pooled shrimp sample was taken to determine the initial moisture and
nitrogen content. After concluding the experiment, five shrimp per tank
were randomly sampled to estimate final moisture and nitrogen content.
Shrimp samples were freeze-dried, ground in a coffee grinder, and stored
until further analysis. Nitrogen retention efficiency (NRE %) was estimated
as follows: NRE = [(final mean body weight (g) = final crude protein
content on carcass (%)) — (initial mean body weight (g) « initial crude
protein content on carcass (%)) / amount of crude protein consumed
(@)1 = 100.

Statistical analysis. The results are presented as means + standard
deviations. Average body weights per tank were used to calculate
growth rates and feed-conversion ratios. Weights, feed intake, growth
rate, feed-conversion ratio, survival, and nitrogen retention efficiency
were analyzed by a one-way ANOVA comparing the experimental diets
and subsequently by a Tukey’s multiple range test (o = 0.05, SSPS
16.0, 2007, SPSS Inc., Chicago, lllinois).

RESULTS

Experimental diets. The chemical composition of all test diets was
similar among treatments: crude protein, crude lipids, and ash content
(on a dry weight basis) ranged between 39 and 40%, 8.3 and 9.0%, and
8.6 and 9.0%, respectively. Aflatoxin concentration in all contaminated
diets was 75 g kg and the predominant aflatoxin type was B1 (60.7
ug kg™, followed by B2 (9.7 pg kg™), and G1 (4.3 pg kg™). Concen-
trations of other mycotoxins in all contaminated diets was below the
detection limit. In all non-contaminated diets, mycotoxin levels were
also below detection limits.
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Figure 1. Growth rate in shrimps (Litopenaeus vannamei) fed with aflatoxin-contaminated diets. Each point represents the mean value of four replicates tanks along
with its standard deviation. Different letters show significant differences (p < 0.05). CD = contaminated diet, UCD = uncontaminated diet

Growth performance parameters. The results obtained after measu-
ring growth, feed intake, and nitrogen-retention efficiency are shown in
Figures 1, 2, and 3. The growth rate was similar when diets were com-
pared after 35 days. However, after concluding the experiment, shrimp
fed with contaminated diets showed a significantly decreased growth
rate (32% less), when compared to those fed with uncontaminated
diets. The supplementation of Aflabalan® resulted in similar growth ra-
tes in comparison to those measured after supplementing a contamina-
ted diet, whereas Mycosorb® and Mycofix plus® supplemented diets
exhibited higher growth rates (24-29%) when compared to shrimp fed
with contaminated diets, although they were not statistically different.
Shrimp fed with contaminated diets exhibited a significantly decreased
feed intake from day 28 to the end of the experiment. After this, the
latter parameter decreased by 29%. The supplementation of Aflaba-
lan® and Mycofix plus® to contaminated diets did not counteract the
decreased feed intake caused by the presence of aflatoxins. The addi-
tion of Mycosorb® to these diets resulted in higher feed intake when
compared to those shrimp fed with contaminated diets, although the
results were not significantly different. The addition of contaminated
grains or aflatoxin binders did not affect the feed-conversion ratio by
the end of the experiment. These ranged between 1.2 and 1.3 when the
different diets were compared. The survival of shrimp fed with conta-
minated diets was slightly lower when compared to those fed with the
other experimental diets (80 versus 88 - 93%), although differences
were not significantly different. The addition of aflatoxin-contaminated
corn to the diets decreased nitrogen retention efficiency by 32% and
when commercially available aflatoxin commercial binders were tested,
they did not improve nitrogen-retention efficiency.

DISCUSSION

Dietary aflatoxin supplementation to shrimp. Contamination by
aflatoxins of diets manufactured for aquaculture is one of the most
important problems currently challenging the shrimp-farming industry
caused by increasing levels of plant-derived ingredients in aqua feeds
(Santos et al., 2010; Anater et al., 2016). Feeding shrimp with diets
contaminated by pure aflatoxin (Suppadit et al., 2006; Arunlertaree et
al., 2007; Zeng et al., 2015) or with contaminated grains (Tapia-Salazar
etal., 2012; Garcia-Pérez et al., 2013) has resulted in lower feed intake,
scarce weight gain, and, occasionally, in mortality and immune system
deterioration. The results observed in this study regarding growth rates,
feed intake, feed-conversion ratio, nitrogen retention and the survival of
shrimp L. vannamei fed with diets containing low aflatoxin levels are in
accordance with previously obtained results. Tapia-Salazar et al. (2012)
and Garcia-Pérez et al. (2013) point out that a significantly reduced feed
intake and weight may occur without affecting survival because of the
synergic effect induced by low aflatoxins levels (B1, B2, G1, and G2). In
this study, the overall dietary aflatoxin was 75 pg kg, and aflatoxin B1
(60.7 ug kg') was the predominant type, followed by B2 (9.7 pg kg™
and G1 (4.3 pg kg™). The results obtained in this study confirm that a
combination of aflatoxins at low levels impairs shrimp’s performance.
The lack of effect on the survival rates of shrimp associated with low
inclusion levels in their diet is in line with previous results observed for
shrimp fed with low levels of pure aflatoxin (Gopinath & Raj, 2009; Zeng
etal.,2015) or naturally contaminated grains (Tapia-Salazar et al., 2012;
Garcia-Pérez et al., 2013). The background information on the effect of
dietary aflatoxin on nitrogen retention in shrimp is scarce. In this study,
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a significant decrease of nutrient-retention efficiency (30%) was ob-
served when shrimp were fed with aflatoxin-contaminated diets; this
agrees with the results published by Zeng et al. (2015), as they reported
a significant decrease of crude protein (approximately 6%) and crude
lipids (approximately 27%) in whole L. vannamei carcasses previously
fed with increasing levels of pure aflatoxin. Studies have shown that
aflatoxin consumption causes hepatotoxicity, inhibits protein synthesis,
and causes immunosuppression and metabolic alterations (Monson et
al., 2015). This effect is enhanced by a reduced feed intake. The lower
nutrient retention observed in shrimp fed with aflatoxin-contaminated
diets was probably caused by several complications derived from dys-
functional metabolic processes during aflatoxicosis.

Efficiency of aflatoxin-binding agents in reducing aflatoxicosis
in shrimp. In farm animals, the addition of absorbing or biotransfor-
ming agents to diets is a strategy designed to counteract the negative
effects caused by the consumption of mycotoxins (Surai & Dvorska,
2005; Kolosova, & Stroka, 2011; Gowda et al., 2013; Wielogorska et al.,
2016). Some of the commercially available mycotoxin-binding products
possess a formulation consisting of multiple sequestering components
(antioxidants, probiotics, yeast and/or plants, among others) that con-
tribute more effectively to decreasing most of the effects caused by
mycotoxin consumption, such as decreases of growth, feed intake, the
production of reactive oxygen species, lipid peroxidation processes, the
impairment of enzymes involved in different metabolic processes (di-
gestion, immune system etc.) (Surai & Dvorska, 2005; Oguz et al., 2011;
Wielogorska et al., 2016). However, their effectiveness depends on se-
veral factors such as specificity towards some mycotoxins and their
concentration levels, their presence as a pure compound or as a mix-
ture, pH, the clay source, absorption/desorption ability, etc. (Devreese
et al.,, 2013; De-Mil et al., 2015; Wielogorska et al., 2016). Regarding
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terrestrial animals, products are already available for preventing or co-
rrecting the negative effects caused by mycotoxin-contaminated feed
when suitable levels are used (Surai & Dvorska, 2005; Boudergue et
al., 2009; Kolosova, & Stroka, 2011; Gowda et al., 2013; Wielogorska
etal., 2016). One of the problems faced by the aquaculture industry re-
garding the effectiveness of commercial products intended to decrease
aflatoxicosis in aquatic organisms is the limited amount of available
information. Often the inclusion levels used for testing are those ob-
tained for other species. In this study, as no information on Aflabalan®
was available for other species, the inclusion levels consisted of a 2 g
kg™ preventive dose based on the manufacturer’s recommendations. A
2 g kg™' corrective dose of Mycosorb® was used because inadequate
results were observed on terrestrial animals when it was included in
aflatoxin-contaminated diets at levels ranging between 0.5 and 1.5 g
kg™. Finally, a 2.5 g kg level of Mycofix plus® was selected as op-
timal results were observed on terrestrial animals fed with aflatoxin-
contaminated diets. The results obtained in this study showed that after
feeding shrimp with an aflatoxin-contaminated diet supplemented with
2 g kg ' Aflabalan®, similar growth rates were obtained in comparison
to those fed with non-contaminated diets (control diets). The addition
of Mycosorb® and Mycofix-plus® slightly improved these parameters,
although they were not significantly similar when compared to shrimp
fed with non-contaminated diets. After comparing the ingredients of all
test products, it was noted that Mycosorb® contains glucomannan cell
walls from S. cerevisiae and cell walls from microalga, whereas Mycofix
plus® contains bentonite, plant extracts, and some yeast or bacterial
species purportedly useful for detoxifying several mycotoxins. Studies
on broilers and rats have shown that some of these additives reverted
some of the negative effects caused by the presence of mycotoxins (Po-
litis et al., 2005; Abdel-Wahhab et al., 2006; Manoharan et al., 2008).
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Figure 2. Feed intake in Litopenaeus vannamei juveniles fed with aflatoxin-contaminated diets. Each point represents the mean value of four replicates tanks along
with its standard deviation. Different letters show significant differences (p < 0.05). CD = contaminated diet, UCD = uncontaminated diet.
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Figure 3. Nitrogen retention efficiency (NRE) in Litopenaeus vannamei juveniles fed with aflatoxin-contaminated diets. Each point represents the mean value of four
replicates tanks per treatment. Different letters show significant differences (p < 0.05). CD = contaminated diet, UCD = uncontaminated diet.

Despite the fact that positive results were obtained by including these
additives on other species fed with mycotoxin-contaminated feed, this
was not the case for shrimp. The different results may be explained
by several factors such as the respective supplemented levels. More
studies are needed in order to test higher levels that may counteract
the effects of aflatoxicosis in shrimp.

We conclude that after feeding a juvenile population of the Paci-
fic white shrimp L. vannamei diets that contain low aflatoxin levels,
they had a significantly reduced growth rate, feed intake, and nitrogen-
retention efficiency, but their survival and feed conversion ratio were
not affected. Feeding juvenile L. vannamei with aflatoxin-contaminated
diets supplemented with Aflabalan®, Mycosorb® and Mycofix plus®
at any of the levels we tested in this study did not reproduce the growth
performance observed on shrimp fed with non-contaminated diets.
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RESUMEN

Antecedentes. Diversos estudios han abordado la caracterizacion de las diversas enzimas digestivas, lo cual es esencial
para entender los tipos, modos de accion y nivel de actividad de dichas enzimas. Objetivos. La caracterizacion parcial de
las proteasas digestivas se estudid en juveniles del chucumite (Centropomus parallelus, Poey 1869). Métodos. Se utiliza-
ron técnicas bioquimicas y electroforéticas para la caracterizacion de proteasas. Resultados. La actividad de proteasas
acidas (estomacales) fue mayor a las proteasas alcalinas (intestinales). Asimismo, la actividad de la quimotripsina fue
superior a la actividad de la tripsina. El pH 6ptimo para las proteasas estomacales fue de 2 con una alta estabilidad en el
rango de pH 2-8, mientras que las proteasas intestinales mostraron dos picos con actividad a pH 8 y 10, siendo altamente
estables a los pH 8 y 12. Las temperaturas dptimas se obtuvieron a 45y 55 °C para proteasa estomacales e intestinales,
respectivamente. Mediante el uso de inhibidores de proteasas se comprobd la presencia de pepsina en los extractos
estomacales y de diversas serina proteasas en los extractos intestinales. Los zimogramas mostraron cinco bandas con
actividad proteolitica alcalina (79.5, 48.9, 37.0, 29.0 y 22.5 kDa), las cuales fueron fuertemente inhibidas con PMSF, SBT1
y ovoalblimina. Conclusiones. Por lo anterior, se considera que C. parallelus tiene una alta capacidad digestiva similar a
otros peces marinos carnivoros estrictos.

Palabras clave: Centropomus parallelus, pepsina, tripsina, inhibidores.

ABSTRACT

Background. Several studies have addressed the characterization of various digestive enzymes, which is essential to
understanding the types, modes of action, and level of activity of these enzymes. Goals. The partial characterization of the
digestive proteases was studied in fat snook juveniles (Centropomus parallelus, Poey 1869). Methods. Characterization
was performed using electrophoretic and biochemical techniques. Results. Acidic proteases activity (stomach) is higher
than alkaline proteases activity (intestine); also, chymotrypsin activity was superior to the trypsin activity. The optimal pH
was 2 for stomach proteases with high stability in a wide range of pH 2-8, while the intestinal proteases showed two
peaks with activity at pH 8 and 10 with stability at a pH of 8-12. Optimal temperatures were obtained between 45 to 55
°C for stomach and intestine proteases, respectively. Using proteases inhibitors, the presence of an aspartic protease
(pepsin) was tested from stomach extracts and diverse serine proteases from intestine extracts. The zymograms showed
5 bands with alkaline proteolytic activity (79.5, 48.9, 37.0, 29.0, and 22.5 kDa), which were highly inhibited with PMSF,
SBT1, and ovalbumin. Conclusions. C. parallelus is considered to have a high digestive capacity similar to those reported
for other strictly carnivorous marine fish.

Key words: Centropomus parallelus, inhibitors, pepsin, trypsin.
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INTRODUCCION

Los estudios de caracterizacion de proteasas en organismos acuaticos
se han enfocado en identificar el tipo de enzimas digestivas presentes
en el tracto digestivo de especies de interés acuicola aprovechando
su naturaleza bioquimica y su funcion dentro de la digestion de los
alimentos y asimilacion de nutrientes. Por lo tanto, estudiar la caracte-
rizacion de las diversas enzimas digestivas es esencial si se pretende
entender los tipos y modos de accion, asi como el nivel de actividad
que presentan (Alarcon et al., 1998). Para este fin se pueden evaluar
factores como el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de
las enzimas digestivas, la afinidad por sustratos especificos, los inhi-
bidores especificos y la caracterizacion por técnicas electroforéticas
(Cohen et al., 1981). Es asi como varias investigaciones han abordado
aspectos que van desde la descripcion de los parametros funcionales
de las principales enzimas digestivas o los tipos de enzimas presentes
en el estomago (pepsina) e intestino (tripsina, quimotripsina, carboxi-
peptidasas, aminopeptidasas, entre otras), hasta la forma en que éstas
pueden ser utilizadas para modelar la digestion de una especie, asi
como su funcion de indicadores de la condicion nutricional durante sus
diferentes etapas de desarrollo (Moyano, 2006). Bajo este precepto,
aunque la mayoria de los peces sintetizan enzimas digestivas similares,
la actividad proteolitica varia en cada uno, ya que presentan actividades
optimas a diferentes condiciones de pH y temperatura; por lo tanto, se
necesita conocer cuales grupos de enzimas participan en la degrada-
cion proteinica, lo cual se logra con el uso de inhibidores especificos
para cada grupo o enzima en particular. Existen multiples estudios que
han caracterizado las proteasas acidas y alcalinas en distintas especies
como el pez disco (Symphysodon aequifasciata, Pellegrin 1904; Chong
et al., 2002), lenguado (Solea senegalensis Kaup 1858; Saenz et al.,
2005), hurta (Pagrus auriga Valenciennes, 1843; Moyano et al., 2005),
atun aleta azul del Atlantico (Thunnus thynnus Linnaeus, 1758; Essed
et al., 2002), atun aleta azul del Pacifico (Thunnus thynnus orientalis
Emminck & Schlegel, 1844; Matus de la Parra et al., 2007), asi como
la sardina (Sardinella aurita Valenciennes, 1847; Ben et al., 2011) y, re-
cientemente, el robalo blanco (Centropomus undecimalis Bloch, 1792;
Concha-Frias et al., 2016); en ellos se observan valores entre 2 y 3
para la pepsina, y de 7 a 10 para las proteasas digestivas intestina-
les. En cuanto a la caracterizacion de las proteasas en relacion con
la temperatura, se ha detectado que son altamente termoresistentes,
pues soportan temperaturas desde 45 °C hasta 65 °C para proteasas
digestivas estomacales e intestinales (Essed et al., 2002; Moyano et
al., 2005; Saenz et al., 2005; Matus de la Parra et al., 2007; Ben et al.,
2011; Concha-Frias et al., 2016). Debido a lo anterior, el objetivo en
nuestro trabajo fue caracterizar las proteasas digestivas de C. paralle-
lus (Poey, 1860), con la intencion de sentar las bases para los estudios
de requerimientos nutricionales de la especie en estudio.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Los juveniles de C. parallelus fueron capturados en
la laguna Mecoacan, ubicada en el poblado El Bellote, Paraiso, Tabasco.
Los ejemplares fueron clasificados e identificados taxonémicamente al
momento de su captura, de acuerdo con lo que mencionan Miller et al.
(2009), y transportados vivos al Laboratorio de Acuicultura Tropical de
la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco en un contenedor con capacidad de 1000 | de
agua y oxigenacion continua. Los organismos fueron depositados en
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estanques circulares con capacidad de 1000 | para su adaptacion en
cautiverio; ello con la finalidad de dejarlos sin aporte de alimento por
un periodo de 48 horas, antes de ser sacrificados para su diseccion.

Caracterizacion de proteasas digestivas. Para los ensayos de ca-
racterizacion enzimatica se utilizaron 35 robalos juveniles (40 a 65 g),
los cuales fueron sacrificados por inmersion en agua hielo (1-4 °C). Los
organismos fueron pesados en una balanza (OHAUS, CS2000, 2000 g x
1g), se disectaron a temperatura controlada (4 °C) y se extrajeron esto-
mago e intestino por separado. Los tejidos fueron homogeneizados con
un dispersor Ultra Turrax (modelo IKA T18 Basic) en bufer de glicina-HCI
0.1 M a pH 2 para estdmagos, y bufer Tris-HCI 30 mM+CaCl, 12.5 mM
pH 7.5 para intestinos, ambos homogenizados en relacion 5:1 (peso/
volumen). Las mezclas obtenidas se colocaron en tubos Eppendorf y
centrifugaron a 16 000 g (Centrifuge 5810 R Eppendorf), a 4 °C durante
15 minutos. El sobrenadante se separd y el pH se ajustd a pH 2 para
estomago con &cido clorhidrico (0.1 M) y a pH de 7.5 para intestino
con hidrdxido de sodio (0.1 M). Las alicuotas se almacenaron en tubos
Eppendorf a -20 °C hasta su posterior analisis.

Cuantificacion de proteina. La concentracion de proteina soluble de
los extractos crudos estomacales e intestinales se determing mediante
la técnica de Bradford (1976), usando albimina bovina sérica como
proteina estandar para la curva de calibracion y la utilizacion microtéc-
nica de acuerdo con lo descrito por el proveedor. Todos los ensayos se
hicieron por triplicado.

Actividad proteolitica. La actividad de proteasa acida de los extractos
crudos (EC) estomacales se midi6 usando hemoglobina 1% como sus-
trato en bufer de glicina-HCl 100 mM a pH 2 por el método de Anson
(1938), mientras que la actividad de proteasas alcalinas de los EC intes-
tinales se evaluo usando caseina al 1% como sustrato en bufer Tris-HCl
100 mM + CaCl, 10 mM a pH 9 por el método de Kunitz (1947) modifi-
cado por Walter (1984). Se definié una unidad de actividad proteolitica
como la cantidad de enzima necesaria para liberar un 1 pg de tirosina
por minuto con un coeficiente de extincion molar (MEC) de 5000 cm-
M. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

La actividad de quimotripsina se determind usando BTEE 5 mM (N-
Benzoilo-L-Tirosina Etilo Ester) como sustrato de acuerdo con el méto-
do reportado por Asgeirsson & Bjarnason (1991), donde una unidad de
actividad enzimatica se definid como la cantidad de enzima necesaria
para hidrolizar 1 ymol de BTEE por minuto usando un MEC de 964 ¢cm"'
M-". Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

La actividad de tripsina se analizd por el método propuesto por
Erlanger et al. (1961), usando BAPNA 3.5 mM (N-o.-Benzoilo-DL-argi-
nina-4-nitroanilida) como sustrato, donde una unidad de actividad en-
zimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar
1 ymol de p-nitroanilida liberada por minuto usando un MEC de 8800
cm™ M. La actividad de las enzimas digestivas se ajust6 con los mi-
ligramos de proteina soluble determinados son reportados como U mg
de proteina™'. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Efecto del pH y la temperatura de proteasas digestivas. El pH op-
timo de las proteasas 4cidas y alcalinas se evalué usando un bufer
universal (Stauffer, 1989) con un rango de 2 a 12, siguiendo el proce-
dimiento para determinacion de actividad de proteasas descrito antes.
Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

La temperatura dptima de las proteasas acidas y alcalinas se es-
tablecid usando diferentes temperaturas (25, 35, 45, 55 y 65 °C). El
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efecto del pH y la temperatura en la estabilidad de las proteasas acidas
y alcalinas se determind preincubando los extractos crudos por 0, 30,
60y 90 min con el bafer Stauffer (1989) y la temperatura y pH a probar.
Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Efecto de inhibidores sobre las proteasas digestivas. La identi-
ficacion del tipo de enzimas digestivas se realizd de acuerdo con lo
mencionado por Dunn (1989). En el caso de las proteasas acidas se
utilizd el Pepstatin A (33.6 kDa) 1 mM como inhibidor. Para las protea-
sas alcalinas se usaron como inhibidores: fluoruro de fenilmetilsulfonilo
100 mM (PMSF), N-a-tosil-L-lisina-clorometilo cetona hidroclorada 10
mM (TLCK), inhibidor tripsico de soya 250 mM (SBT1), N-c.-Tosil-L-
fenilalanina clorometilo cetona 10 mM (TPCK), 1,10-fenantrolina10 mM
(Fen), inhibidor tripsico tipo II-T ovoalbimina de pavo 250 mM (Ovo) y
acido etilendiaminotetraacético 10 mM (EDTA).

Zimogramas de proteasas digestivas. Para las proteasas alcalinas,
la electroforesis se realizd en condiciones desnaturalizantes utilizando
dodecil sulfato sddico (SDS) y un sistema discontinuo (gel almacenador
al 4% y un gel resolutivo al 10%), de acuerdo con la metodologia des-
crita por Laemmli (1970) y adaptada por Garcia-Carrefio et al. (1993).
Las electroforesis se realizaron en una camara Mini PROTEAN® IIl Bio-
Rad con 2 placas de geles verticales de 8 x 10 x 0.075 cm con capaci-
dad para 10 muestras cada uno. El corrimiento de la electroforesis se
realizd con un bufer SDS 0.1%, Tris 25 mM y glicina 192 mM, pH 8.3
a 100 volts, 24 mA por 120 min. Para detectar la actividad de proteasa
alcalina, los geles se sumergieron en caseina Hammersten al 2% en
bufer Tris-HCI 100 mM + CaCl, 10 mM, pH 9, durante 1 h a 4 °C; luego
se transfirieron a otra solucion de caseina a 37°C durante dos horas,
posteriormente, se lavaron con agua destilada y se fijaron en una solu-
cion de acido tricloroacético (TCA) al 12% durante 15 min.

Para la tincion se utilizd la metodologia de Weber & Osborn (1969),
con algunas modificaciones. Los geles permanecieron durante toda la
noche a temperatura ambiente en la solucion de tincion compuesta de
0.1% azul brillante de Coomassie (R- 250) en metanol-acido acético-
agua destilada (40:10:50). Para revelar los geles se utilizd una solucion
de metanol-acido acético-agua (40:10:50). Las bandas de actividad
proteolitica se observaron como bandas claras sobre un fondo azul
intenso (caseina embebida en el gel). Para esta técnica se incluyd un
marcador de bajo peso molecular Bio-Rad (LRMWM; Sigma, M-3913,
fosforilasa B 97 kDa, albimina bovina sérica 66 KDA, ovoalbimina 45
kDa, anhidrasa carbonica 29 kDa, tripsinigeno 24 kDa e inhibidor trip-
sico de soya 20 kDa). Para determinar los pesos moleculares de las
bandas con actividad proteolitica se utilizd el programa Quality One V
4.6.5. de Bio-Rad.

Analisis estadisticos. Se compard el control sin inhibir contra la activi-
dad residual con uso de inhibidores por medio de la prueba de Kruskal-
Wallis. A fin de detectar diferencias significativas entre los tratamientos,
se aplicd la prueba a posteriori de Nemenyi. Todos los andlisis se reali-
zaron con un valor de significancia de 0.05. Para el analisis estadistico
se utilizé el programa STATISTICA v. 7.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra que la actividad de la pepsina fue mayor a
la actividad de las proteasas alcalinas, mientras que la quimotripsina
presentd mayor actividad especifica que la tripsina.
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Por otra parte, el pH dptimo para la actividad de proteasas acidas
fue pH 2.0 (Fig. 1a), y la estabilidad de la actividad relativa se mantuvo
alrededor del 100% en los pH 2 y 4 durante 90 min de preincubacion,
mientras que para los pH 6 y 8 la estabilidad tiende a disminuir alrede-
dor de un 20% desde los 60 min de preincubacion. Por su parte, con pH
de 10 y 12 la actividad residual cae abruptamente hasta llegar a 20%
desde los 30 min de preincubacion (Fig. 1b). La temperatura dptima fue
a 45 °C (Fig. 1c), y su estabilidad mantuvo 100% de actividad residual
a 25, 35 y 45 °C durante los 90 min de preincubacion, mientras que
para 55y 65 °C se presenta una drastica caida a partir del minuto 30
de preincubacion, al alcanzar solamente el 20% de actividad residual
(Fig. 1d).

En otro orden de ideas, las proteasas alcalinas mostraron dos picos
de mayor actividad: uno maximo, con pH 10, y otro con menor activi-
dad con pH 8 (Fig. 2a). Mostraron una alta estabilidad con pH 6, 8,10
y 12 durante los 90 min de preincubacion, mientras que la actividad
residual con los pH 2 y 4 disminuye rapidamente a partir de los 30 min
de preincubacion (Fig. 2b). La temperatura dptima para la actividad de
proteasas alcalinas fue a 55 °C (Fig. 2c), y fue altamente estables entre
los 25, 35y 45 °C (alrededor del 100% de actividad residual) durante
los 90 min de preincubacion, mientras que las temperaturas de 55 y
65 °C afectan fuertemente la actividad de las enzimas, que disminuyen
abruptamente para mantener solamente un 20% de actividad residual
a partir de 30 min de preincubacion (Fig. 2d).

Para la caracterizacion de las proteasas presentes en los EC es-
tomacales e intestinales de C. parallelus, se utilizaron inhibidores ge-
nerales y especificos (Fig. 3). La actividad de las proteasas acidas fue
inhibida en un 80% con pepstatin A. Por otro lado, la actividad de las
proteasas alcalinas se redujo en 10 y 40%, con ovoalblimina y PMSF,
respectivamente; el TPCK redujo la actividad en un 50%, mientras que
el TLCK y SBT1 redujeron la actividad para la tripsina en un 15y 25%,
respectivamente. Los inhibidores EDTA y fenantrolina lograron reducir
la actividad en 5y 85%, respectivamente.

El zimograma de proteasas acidas mostré una banda de actividad
con un Rf de 0.35 kDa, inhibida totalmente por el pepstatin A (Fig. 4a).
Para las proteasas alcalinas se detectaron cinco bandas de actividad
con un peso molecular de 79.5, 48.9, 37.0, 29.0 y 22.5 kDa respecti-
vamente. El PMSF inhibid tres bandas: 48.9, 37.0 y 29.0 kDa; el SBT1,
dos bandas: 48.9 y 29.0 kDa; los inhibidores TPCK, TLCK y fenantrolina
no inhibieron ninguna banda; la ovoalbimina inhibi6 tres bandas: 48.9,
29.0y 22.5 kDa, y el EDTA, dos bandas: 29.0 y 22.5 kDa (Fig. 4b).

Tabla 1. Actividad proteolitica de las enzimas digestivas acidas y alcali-
nas en juveniles de Centropomus parallelus.

Tipo U mg de proteina™’
Proteasa 4cida 64.75+5.23

Proteasa alcalina 0.019 = 0.005
Quimotripsina 0.04x10%+ 0.002x10*
Tripsina 0.027x10°+ 0.59x106
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DISCUSION

Desde el punto de vista bioquimico, C. parallelus es considerado un
carnivoro estricto al estar provisto de un estmago verdadero, esto es,
que la actividad de las proteasas acidas fue mayor a la de las proteasas
intestinales, lo cual comprueba que el estémago es donde se realiza
la mayor parte de la hidrolisis de proteinas. A su vez, en el intestino se
termina la hidrolisis hasta la liberacién de aminodcidos, que posterior-
mente son absorbidos a través de los enterocitos (Wang et al., 2006).
Este aspecto concuerda con los estudios realizados en otras especies
de peces carnivoros con estomago verdadero, como el attn aleta azul
(Thunnus thynnus thynnus Linnaeus, 1758; Essed et al., 2002), el pez
disco (Symphysodon aequifasciata Pellegrin, 1904; Chong et al., 2002),
cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus Steindachner, 1868;
Alvarez-Gonzalez, 2003), pejelagarto (Atractosteus tropicus Gill, 1863;
Guerrero-Zarate et al., 2013) y robalo blanco (Centropomus undecima-
lis; Concha-Frias et al., 2016). En ellos hallaron una clara diferencia
entre la actividad de las enzimas digestivas del estomago y la del intes-
tino. El pH 6ptimo para las proteasas acidas de C. parallelus fue de 2,
que coincide con lo reportado para la mayoria de especies carnivoras,
como el rodaballo (Scophthalmus maximus Linnaeus, 1758; Wang et
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al., 2006), el lenguado senegalés (S. senegalensis; Saenz et al., 2005),
la cabrilla arenera (P maculatofasciatus; Alvarez-Gonzalez, 2003), el
atln aleta azul (T. thynnus; Essed et al., 2002), el pez disco azul (S.
aequifasciata; Chong et al., 2002), el pez lengiiihueso (Scleropages for-
mosus Miiller & Schlegel, 1844; Natalia et al., 2004) y el robalo blanco
(Centropomus undecimalis) (Concha-Frias et al., 2016), que presentan
un intervalo 6ptimo de pH entre 2 y 4. Complementariamente, las pro-
teasas gastricas muestran ser muy estables con el pH de 2 a 8, desde
los 30 minutos de preincubacion, lo que demuestra que una vez que
el esfinter pilérico se abre y el bolo alimenticio pasa al intestino, la
pepsina mantiene su actividad a pesar del incremento gradual del pH;
con ello se sostiene la hidrolisis de las proteinas hasta el momento de la
accion de las proteasas alcalinas (tripsina y quimotripsina), cuando se
ha alcanzado un pH neutro o alcalino (Alvarez-Gonzélez, 2003). En otro
aspecto, la disminucion de la actividad enzimatica digestiva en funcion
de los cambios de pH ha sido descrita para otros peces, como P macu-
latofasciatus (Alvarez-Gonzalez, 2003), T. thynnus (Essed et al., 2002),
A. tropicus (Guerrero-Zarate et al., 2013) y C. undecimalis (Concha-
Frias et al., 2016), por lo que el intervalo de accion de las proteasas
alcalinas de C. parallelus es bastante amplio en comparacion con otras
especies de peces carnivoros.
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Por otra parte, las proteasas intestinales mostraron dos picos de
mayor actividad proteolitica, con pH de 8 y 10. Datos similares se han
reportado para la dorada (Sparus aurata Linnaeus, 1758; Munilla & Sa-
borido, 1996), el denton (Dentex dentex Linnaeus, 1758; Alarcon et al.,
1998), P maculatofasciatus (Alvarez-Gonzalez, 2003), S. aequifasciata
(Chong et al., 2002) y C. undecimalis (Concha-Frias et al., 2016), asi
como para peces agastricos, como la sardina Monterrey (Sardinops
sagax caerulea Jenyns, 1842; Castillo-Yafiez et al., 2005) y S. aurita
(Ben et al., 2011). Esto sugiere la presencia de al menos dos grupos
principales de proteasas alcalinas donde la actividad maxima general-
mente ha sido detectada con el pH de 8, lo que se debe principalmente
a la alta actividad de la tripsina, y se ha demostrado que el pH 6ptimo
para esta enzima se encuentra entre 7 y 9 (Das & Tripathi, 1991). En
particular, la quimotripsina de C. parallelus parece ser la responsable
del segundo pico de actividad cuando el pH es 10, similar a lo reportado
por Guerrero-Zarate et al. (2013) en A. tropicus, y por Concha-Frias et
al. (2016) en C. undecimalis. En esos casos consideran que inicialmen-
te se libera la tripsina, que funciona como una enzima activadora de
otras proteasas digestivas intestinales, como la quimotripsina. En este
aspecto, la tripsina y la quimotripsina son de origen pancreatico y per-
tenecen al grupo de las serinas proteasas, las cuales tienen su accion
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sobre los enlaces peptidicos internos (endopeptidasas), por lo que son
las principales enzimas responsables de concluir la hidrdlisis fina de
los péptidos previamente hidrolizados en el estdmago, en conjunto con
la accion de las exopeptidasas (amino- y carboxipeptidasas), principal-
mente de origen intestinal (Moyano et al., 1996).

Es asi que los resultados aqui presentados son similares a los re-
portados para diversas especies de peces marinos y dulceacuicolas
de habitos carnivoros estrictos, como el atdn tongol (Thunnus tonggol
Whitley, 1936; Prasertsan & Prachumratana, 2008a; 2008b), S. sene-
galensis (Saenz et al., 2005), T. thynnus (Essed et al., 2002), Sclero-
pages formosus (Natalia et al., 2004) y C. undecimalis (Concha-Frias
et al.,, 2016), en cuanto a que presentan una baja cantidad de bandas
con actividad protedlitica, generalmente una para pepsina (tipo A de
aproximadamente 30 kDa), y no mas de cinco bandas para la activi-
dad digestiva intestinal, la cual esta fuertemente representada por la
presencia de tripsina y quimotripsina (20 y 22 kDa, respectivamente).
En este mismo sentido, existen grandes diferencias con peces de habi-
tos omnivoros o herbivoros, como el piracanjuba (Brycon orbignyanus
Valenciennes, 1850; Garcia-Carrefio et al., 2002), el hibrido de carpa
plateada (Hypophthalmichthys molitrix Valenciennes, 1844) o la carpa
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cabeza grande (Aristichthys nobilis Richardson, 1845; Kumar et al.,
2005), donde se ha detectado que las proteasas intestinales se pre-
sentan en un gran numero de isoformas tipo tripsina y quimitripsina,
generalmente en mas de seis bandas, ademas de que muestran una
mayor actividad digestiva en comparacion con la estomacal, donde tan-
to la tripsina como la quimotripsina son las enzimas responsables de la
hidrdlisis total de las proteinas al ser afines a las cadenas polipeptidicas
que contienen fenilalanina, triptéfano y tirosina (Chong et al., 2002).

En otro orden de ideas, la respuesta de la actividad de proteasas
digestivas en funcion de los cambios de la temperatura para C. para-
llelus permitio determinar que el dptimo de actividad de las proteasa
estomacales e intestinales se dio con 45y 55 °C respectivamente. En
este sentido, se considera que ambos tipos de proteasas son termo-
labiles, ya que solamente se mantienen activas entre 25 y 45°C, y su
actividad disminuye a partir de los 55°C, lo que difiere de lo reportado
para C. undecimalis (Concha-Frias et al., 2016), donde se muestra una
temperatura 6ptima a los 30 °C para proteasas estomacales, y de 75 °C
para proteasas intestinales. Cabe mencionar que la determinacion de la
temperatura dptima y la estabilidad a los cambios térmicos no corres-
ponden a parametros fisioldgicos de las especies, sino a la afinidad de
la enzima con su sustrato a una determinada temperatura al alcanzar la
maxima catalisis, por lo que la actividad enzimatica digestiva, desde el
punto de vista del organismo, se encuentra fuertemente disminuida a la
temperatura ambiental donde habita el pez, lo que se compensa con el
incremento en el tiempo de retencion de los alimentos en el estémago
e intestino, ademas de la accion conjunta de las hormonas digestivas
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(colecistoquinina y gastrina), que incrementan los movimientos peris-
talticos y el cierre de los esfinteres cardiaco, pildrico y del recto, con
lo que favorecen la hidrélisis de las proteinas alimentarias (Navarro-
Guillén et al., 2017).

En referencia a otro aspecto, nuestros resultados muestran que el
pepstatin A inhibi6 las enzimas estomacales (pepsina tipo A) en mas
de un 80%, mientras que para las proteasas digestivas intestinales, el
PMSF, SBT1 y la ovoalbiimina inhibieron fuertemente las serinas pro-
teasas, mientras que el EDTAy la fenantrolina inactivaron a las enzimas
de mayor peso molecular que generalmente pertenecen al grupo de las
metalo-proteasas (carboxipeptidasas y aminopeptidasas); finalmente,
los inhibidores especificos de TLCK y TPCK disminuyeron la actividad
de tripsina y quimotripsina respectivamente. En este sentido, se ha
identificado a la pepsina tipo A como la principal proteasa aspartica
en el estomago de muchas especies de peces, la cual actua como la
primera enzima proteolitica encargada de la hidrdlisis de los polipépti-
dos de cadena larga en el interior de las cadenas (Tengjaroenkul et al.,
2000; Chong et al., 2002; Saenz et al., 2005). Es asi que se determind
que la principal proteasa digestiva en C. parallelus fue la pepsina A, al
ser altamente inhibida por el pepstatin A y revelarse una sola banda en
el zimograma, lo que concuerda con lo reportado para C. undecimalis,
al detectarse un solo tipo de pepsina (Concha-Frias et al., 2016). Sin
embargo, en otras especies de peces se ha reportado la presencia de
dos isoformas de pepsina (pepsina | y pepsina Il) (Castillo-Yafiez et al.,
2004; Cao et al., 2011).
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Figura 3. Actividad residual de las proteasas digestivas de los extractos multienzimaticos de juveniles de Centropomus parallelus resultante del uso de los inhibidores:
Control (proteasas acidas y alcalinas sin inhibidor), pepstatin A (Inhibidor de pepsina tipo A), EDTA (acido etilendiaminotetraacético), ovoalbimina, TLCK (tosil-lisina-
clorometil cetona), SBT1 (inhibidor tripsico de soya), PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), TPCK (tosil-fenilalanina-clorometil cetona), fenantrolina.
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Figuras 4a-b. Zimograma de actividad de las proteasas &cidas A) y alcalinas B) con diferentes inhibidores. a) pozo 1: Control &cido (proteasas acidas sin inhibidor),
pozo 2: pepstatin A (Inhibidor de pepsina tipo A 33.6 kDa). b) Marcador molecular: fosforilasa B 97 kDa, alblimina bovina sérica 66 KDA, ovoalbiimina 45 kDa, an-
hidrasa carbonica 29 kDa, tripsindgeno 24 kDa e inhibidor tripsico de soya 20 kDa; pozo 1: (Control de proteasas alcalinas sin inhibidor), pozo 2: PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo), pozo 3: SBT1 (inhibidor tripsico de soya), pozo 4: TPCK (N-c.-Tosil-L-fenilalanina clorometilo cetona), pozo 5: TLCK (N-o-Tosil-L-lisina-clorometilo
cetona hidroclorada), pozo 6: Fen (Fenantrolina), pozo 7: Ovo (Ovoalbiimina de pavo), pozo 8: EDTA (4cido etilendiaminotetraacético).

Por otro lado, el hecho de que el estudio de inhibicion enzimatica
de proteasas digestivas intestinales mostrd altas inhibiciones, tanto de
serina-proteasas como de metalo-proteasas, indica que C. parallelus
es una especie altamente carnivora. Esto concuerda con lo encontrado
por Essed et al. (2002), quienes sefialan que la cantidad de tripsina es
mayor al principio, por lo que funciona como la enzima clave activadora
de otros zimégenos, como la quimotripsina en peces como la trucha o
la dorada; mientras que Eshel et al. (1993) indican que la contribucion
de la tripsina a la hidrdlisis de las proteasas en el intestino de peces
carnivoros marinos es de 40 a 50%, como se ha reportado para S. ae-
quifasciata, S. formosusy S. senegalensis (Chong et al., 2002; Natalia
et al., 2004; Saenz et al., 2005). De acuerdo con lo anterior, el extracto
enzimatico de juveniles de C. parallelus esta compuesto principalmente
por proteasas alcalinas del tipo tripsina y quimotripsina, las cuales fue-
ron inhibidas 4 y 10% al usar los inhibidores de serina proteasas PMSF
y ovoalblmina respectivamente, lo anterior ha sido reportado para di-
versas especies de peces por autores como Jonas et al. (1983), Dimes
et al. (1994), Munilla-Moran & Saborido-Rey (1996), Garcia-Carrefio et
al. (2002), Chong et al. (2002), Chakrabarti et al. (2006), quienes indi-
can la presencia de serinas proteasas como las principales enzimas
digestivas presentes en el intestino. En este mismo sentido, Concha-
Frias et al. (2007) reportd en C. undecimalis una inhibicion similar a
la obtenida con C. parallelus, en ese caso el TPCK redujo en un 50%
la actividad para quimotripsina. Asimismo, la inhibicion de proteasas
digestivas alcalinas usando SBT1y TLCK (15 y 25%, respectivamente)
en C. parallelus es similar a la de los estudios reportados por Alarcén
et al. (1998) y Chakrabarti et al. (2006) en Sparus aurata (20%), Denter
dentex (26%) y C. undecimalis (17%) (Concha-Frias et al., 2016). De
esta forma, el resultado conjunto de la inhibicién con SBT1 y TLCK en
ensayos in vitroy el zimograma SDS-PAGE indican la importancia de la
tripsina y la quimotripsina para llevar a cabo la tltima etapa de diges-
tion en C. parallelus, aunque también se detectd la posible presencia
de metaloproteasas relacionadas con enzimas tipo aminopeptidasas y
carboxipeptidasa. De esta manera, los resultados de la actividad pro-
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teolitica digestiva en juveniles de C. parallelus demuestran que esta
especie es estrictamente carnivora, aunque es necesario profundizar
en las investigaciones sobre el desarrollo de alimentos balanceados,
asi como la posibilidad de sustituir la harina de pescado por otros in-
gredientes (vegetales y animales terrestres) seleccionados con base en
la capacidad fisiologica digestiva de la especie.
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ABSTRACT

Background. Placozoa is a phylum with only one species: Trichoplax
adhaerens (F. E. Schulze, 1883); recent genetic studies suggest,
however,that several haplotypes inhabit tropical and subtropical waters
around the world. Placozoans have been found usually close to litto-
ral zones where mangrove forests occur. Goals. To provide the second
record of this species from the coasts of Mexico and describe a new
filament structure observed in the upper epithelium. Methods. Photo-
graphic images were taken of Placozoans found in glass slides introdu-
ced in marine aquariums. Some specimens were collected and stained
with Mito Tracker, DAPI and Lyso Tracker fluorescent dyes according to
the manufacturer instructions. Results. Puerto Morelos in the Mexican
Caribbean Sea and Florida in the Atlantic coast are the closest places
to the Gulf of Mexico were Placozoans have been recorded. We report
here the first record of Trichoplax adhaerens in the Gulf of Mexico. The
organisms were found in sea water aquariums built with materials,
water, and invertebrates obtained from the Tuxpan reef (21.016667 N,
97.186389 W), an emerged platform that belongs to the Lobos-Tuxpan
Reef System. Gonclusions. This finding is the first record of Trichoplax
for the coasts of the western Gulf of Mexico and includes the descrip-
tion of a filament structure in the upper epithelium not reported before.

Key words: Gulf of Mexico, Placozoa, Trichoplax adhaerens.

RESUMEN

Antecedentes. Placozoa es un phylum con solo una especie: Trichoplax
adhaerens (F. E. Schulze, 1883); sin embargo, estudios genéticos re-
cientes sugieren que varios haplotipos habitan en aguas tropicales y
subtropicales alrededor del mundo. Generalmente los Placozoarios
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han sido encontrados cerca de zonas litorales donde hay bosques de
manglar. Objetivos. Proporcionar el segundo registro de esta especie
para las costas de México y describir una nueva estructura filamentosa
observada en el epitelio superior. Métodos. Se tomaron imagenes fo-
tograficas de Placozoarios hallados en laminillas de vidrio introducidas
en acuarios marinos. Algunos especimenes fueron colectados y tefiidos
con los colorantes fluorescentes mitotracker, DAPI y lysotracker si-
guiendo las instrucciones de los fabricantes. Resultados. Puerto More-
los en el mar Caribe mexicano y la costa atlantica de Florida, son los lu-
gares mas cercanos al Golfo de México donde los Placozoarios han sido
registrados. Aqui reportamos por primera vez a Trichoplax adhaerens
en el Golfo de México. Los organismos fueron encontrados en acuarios
marinos construidos con materiales, agua e invertebrados obtenidos
del arrecife Tuxpan (21.016667 N, 97.186389 0), una plataforma emer-
gente que pertenece al sistema arrecifal Lobos-Tuxpan. Gonclusiones.
Este hallazgo representa el primer registro de Trichoplax para las cos-
tas del Oeste del Golfo de México, e incluye la descripcion de una es-
tructura filamentosa en el epitelio superior no reportada antes.

Palabras claves: Golfo de México, Placozoa, Trichoplax adhaerens.

Placozoans are the simplest free-living animals and probably the
most primitive Eumetazoan. With only six cell types organized as an
irregular ciliated flat disc (Smith et al., 2014), their body plan is com-
prised of marginal versus interior and top versus bottom regions and
no symmetry axes are evident. These organisms posses san upper and
lower epithelium -with no basal lamina or extracellular matrix- that en-
close a loose network of interconnected branched cells called fiber cells.
Discovered by F. E. Shultz in the 19" century, Trichoplax adhaerens is
the only described species of the phylum Placozoa (Schulze, 1883). Its
simplicity and taxonomic basal position make Placozoans unique orga-
nisms to study early metazoan evolution. A recent phylogenomic study
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that compared the relationships of early diverging metazoan lineages,
unambiguously placed Porifera as the sister group of all Metazoans;
Ctenophora emerged as the second branch of Eumetazoa and Placo-
zoa resulted the basal taxon of the clade Placozoa+Cnidarian-+Bilateria
(Simion et al., 2017).

Placozoans have been found in tropical and subtropical waters
around the world (Eitel et al., 2013) and despite their identical mor-
phology, molecular studies imply the existence of many species and
different lineages occurring sympatrically (Voigt et al., 2004). In one
extensive study about the biodiversity found in the Gulf of Mexico,the
phylum Placozoa is listed as part of the species of several phyla found
(Felder & Camp, 2009); however, no additional data, formal description,
or scientific publication was done.

Here, we describe findings dozens of Placozoans adhered to the
glass walls of a seawater aquarium after performing several partial
changes of water obtained from the Tuxpan reef in June and July 2015.
The Tuxpan reef is an emerged platform located 12 km from the coast-
line in the Southwest of the Gulf of Mexico.This littoral region has es-
tuarine waters with mangrove swamps an Tuxpan harbour is situated
at the mouth of the Tuxpan. River. It is known that the ocean currents
in the Gulf of Mexico transports water along the coastal line from the
Southeast (Campeche Bank) to the Southwest (Zavala-Hidalgo et al.,
2003). Parallel to this coastal line, several reefs form an ecological corri-
dor (Ortiz-Lozano et al., 2013), which are inhabited by species that arise
from the Caribbean Sea. Therefore, the Placozoans we found may be a
native population but derived from the Caribbean zone, probably related
with the H1-4 haplotypes (Grell & Lopez-Ochoterena, 1987; Voigt et al.,
2004). The aquarium that harbors the Placozoans is three years old and
has colonies of corals, sponges, and sea grass beds that were obtained
from the same reef. No synthetic water, exotic species, or commercial
food for corals were introduced in the aquarium. The setup, with a vol-
ume of 400 L, has a sump filter with live rock obtained from the reef
zone and the temperature is maintained at 26-28 °C. Three organisms
were fixed in 4% glutaraldehyde in seawater and registered as Voucher
specimens in the National Collection of Phylum Porifera, UNAM (catalog
number CNPGG-1488, CNPGG-1489, and CNPGG-1490).

Most Placozoans were around 600 um in diameter although some
smaller or larger specimens were also found (ranging from 200 to 1500
um). They showed an irregular “hairy plate” form (“tricho-plax”) and
gliding movement (Figs 1a-b). The characteristic birefringent vesicles or
“shiny spheres” of this taxon were clearly observed on the upper side
(Fig. 1c), except in the outer margin where upper and lower epithelium
apposed (Fig. 1e). Images also show yellow bodies scattered below the
upper epithelium containing vacuoles of digested algae (Fig. 1c). The
Trichoplax moved constantly with amoeboid movements but without a
particular direction; at intervals, the margins folded such that the lower
epithelium formed transient grooves (Fig. 1a, arrows).We observed that
sometimes one groove was extended from side to side and the Placoz-
oan slides on its own lower epithelium (Fig. 1f). Occasionally, the edges
rose and enclosed the upper epithelium for a few minutes (Fig. 1g-k).

We observed two of the four modes of reproduction reported in
the literature: binary fission (Fig. 1d) and flagellated, hollow swarmers
(Figs 1I-n) (Thiemann & Ruthmann, 1991). By scraping the glass walls
of the aquariums, spinning swarmers were obtained mostly adhered to
algae. On glass slides introduced in the aquarium and examined one
week later, we observed one spherical form of Trichoplax that slowly

Ortega Tecuatl T. S. et al.

rotated, maintaining a strong adhesion to the substrate without signs
of degeneration (Fig. 10).This spherical Trichoplax appears to be of the
type previously reported as “hollow sphere with interior compartment”
(Thiemann & Ruthmann, 1990). Interestingly, on other glass slides
we captured some Trichoplax with a long protuberance in the upper
side (Figs. 1p-q). This structure lasts for several hours but disappears
after 24h. It seems to be the same slender threadlike extension of
around 1 mm long that was often observed in those Trichoplax living
in areas where the water flow is stronger (Fig. 1r). This filamentous
structure swings with the stream of water and maintains a constant
size for hours; it is probably used to sense the currents of water. To
our knowledge, this structure has never been reported before. Finally,
we assayed fluorescent dyes to stain specific cellular structures, such
as the nucleus (DAPI), mitochondrion (Mito Tracker, Molecular Probes)
(Fig. 1s), and acidic organelles (Lyso Tracker, Molecular Probes) (Fig.
11) to confirm the staining patterns reported in other studies (Smith et
al, 2014).

Placozoans grew and multiplied well with these aquarium condic-
tions and grazed upon Feldmannia sp. algae that grew on the glass
walls (Fig. 1b). They shared a micro-ecosystem with an assemblage
of small organisms such as Vorticella, ciliates, heliozoans, nematodes,
metamorphosing sponges, and cyanobacteria. Ciliates and nematodes
made contact randomly with Placozoans but they did not elicit any spe-
cific response or reaction.

We have been able to maintain a healthy ecosystem in the marine
aquarium with the appropriate conditions to obtain a constant supply of
Trichoplax, making it possible to perform other experiments, for exam-
ple, molecular studies to determine the haplotype of this strain.
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Figures 1a-t. Placozoans confined in marine aquariums. a) Living Trichoplax
showing the characteristic epithelial grooves and irregular shape. b) Gliding
Trichoplax adhered to Feldmannia sp. algae. ¢) The characteristic yellow vacu-
oles of digested algae (arrow) and the shiny spheres (arrow head). d) Asexual
reproduction by binary fission. e) Detail of the upper marginal region showing
the characteristic shiny spheres (arrow heads) and radially aligned fiber cells.
f) Bent Trichoplax with apposed lower epithelium. g) Time-lapse image of Tri-
choplax bending the epithelial borders up ward. h) Downward movement of the
marginal epithelia. i) With seconds, Trichoplax extends the marginal epithelia. j)
Trichoplax returns to extended position. k) Extended Trichoplax starts the gliding
movement. 1) Small-size open-sphere swarmer. m) Medium size open-sphere
swarmer, arrow heads point to the opening. n) Cup shape swarmer. o) Spherical
form of Trichoplax. p) Specimen with upper rod-like protuberance. q) Close-up
showing the upper protuberance. r) Trichoplax with upper filament (arrow). s)
Fluorescence image of Mito Tracker and DAPI-stained Trichoplax. t) Lyso Tracker
stained lipophilic vesicles (shiny spheres); arrows point to small vesicles stained
in marginal epithelium. Scale bars: a = 100 um; m = 50 um, scale apply to Fig.
land n.
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